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FigI‐1‐ Le marché des produits phytopharmaceutiques, d’après les chiffres 2007‐2008 de l’Union des 
Industries  de  la  Protection  des  Plantes  (http://www.uipp.org/Chiffres‐cles/Reperes‐monde‐et‐
Europe).  (A) Répartition du marché mondial  (en millions de dollars) des produits pharmaceutiques 
selon  la  consommation des  continents.  L’Europe est  le premier  consommateur.  (B) Répartition du 
marché  mondial  (en  millions  de  dollars)  des  produits  pharmaceutiques  selon  leur  fonction.  Les 
herbicides  sont  les  produits  les  plus  vendus,  suivis  par  les  fongicides  et  les  insecticides,  qui 
représentent à eux deux plus de 50% du marché.  (C) Consommation par  les grands pays agricoles 
européens  des  différents  types  de  produits  phytopharmaceutiques.  La  France  est  le  premier 
consommateur de  fongicides,  soit un marché de plus de 600 millions d’euros  en 2008,  suivie par 
l’Allemagne.   
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Introduction générale 
 
La production végétale mondiale  connaît  chaque année des pertes de  récolte  très  importantes 
dues aux agents pathogènes. Toutefois, celles‐ci sont contrôlées par l’utilisation massive de produits 
phytopharmaceutiques  (FigI‐1).  Le marché mondial  des  seuls  fongicides  est  estimé  à  plus  de  10 
milliards  de  dollars  en  2008  par  l’UIPP  (Union  des  Industries  de  la  Protection  des  Plantes, 
http://www.uipp.org/Chiffres‐cles/Reperes‐monde‐et‐Europe).  D’après  une  étude  de  la  FAO 
(Organisation  des  Nations  unies  pour  l'alimentation  et  l'agriculture),  de  nombreuses  espèces 
végétales auraient une production très réduite en  l’absence de traitements phytopharmaceutiques. 
Par  exemple,  la  FAO  estime  que  la  production  de  coton  n’atteindrait  que  38%  du  rendement 
maximal,  contre  84%  aujourd’hui.  Ainsi,  l’utilisation  de  ces  produits  semble  indispensable  pour 
répondre aux besoins croissants en produits végétaux pour l’alimentation humaine et animale, ainsi 
que les bioénergies. Cependant, leur utilisation systématique est de plus en plus contestée pour ses 
impacts négatifs sur l’environnement. 
 
La  prise  en  compte  des  problèmes  environnementaux  entraîne  une  mutation  profonde  des 
stratégies  de  protection  des  végétaux.  L’utilisation  des  produits  phytopharmaceutiques  se  fait  de 
manière  plus  rigoureuse  et  les  procédures  d’homologation  pour  la  mise  sur  le  marché  de  tels 
produits demandent un examen très poussé de leurs impacts sur la flore et la faune ainsi que sur la  
santé humaine.  Le  coût de  ces études  représente 90% des dépenses d’homologation,  contre 10% 
pour l’analyse de l’efficacité agronomique. La mise en place de nouvelles réglementations a conduit 
au retrait de 750 substances actives sur les mille molécules mises sur le marché avant 1993 et qui ont 
été  réévaluées  par  l’EFSA  (Autorité  Européenne  de  sécurité  des  Aliments, 
http://ec.europa.eu/sanco_pesticides/public/index.cfm). La diminution du nombre de produits actifs 
implique le développement de méthodes alternatives. Une de ces stratégies repose sur l'optimisation 
des mécanismes de défense naturels des plantes mis en place lors de l’interaction plante‐parasite. 
 
 
La  société  Biotechmarine  (Groupe  Roullier,  Pontrieux)  et  l’équipe  Interactions  Plantes‐
Microorganismes (UMR 5546 CNRS‐Université Paul Sabatier) collaborent depuis une dizaine d’années 
pour  identifier  de  nouvelles molécules  issues  d’algues marines  capables  de  stimuler  les  réponses 
immunitaires végétales. C'est dans  le  cadre de  cette  collaboration que  s'est  inscrit mon  travail de 
thèse, financé par une bourse CIFRE. 
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Après  une  revue  bibliographique  des  connaissances  actuelles  sur  l’immunité  végétale,  les 
résultats obtenus au cours de ce travail seront détaillés et porteront en particulier sur l’identification 
d'une nouvelle molécule active extraite d’une algue verte, la détermination de son mode d’action et 
de ses utilisations agronomiques potentielles. Je présenterais à la fin de ce mémoire l’ensemble des 
compétences que j’ai acquises au cours de ma thèse, et plus particulièrement tous les aspects liés à 
la gestion de projet, dans le « Nouveau Chapitre de la Thèse ». Ce travail a été effectué avec Robert 
Martinez (Cabinet Progress, Toulouse) et financé par l’ABG (Association Bernard Gregory). 
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Revue bibliographique 
 
Au cours des cinquante dernières années, nous avons assisté à une évolution rapide des concepts 
concernant  l’immunité végétale, notamment grâce à  la convergence des  recherches  réalisées dans 
les domaines animal et végétal. La meilleure compréhension des interactions entre les plantes et les 
agents pathogènes offre de nouvelles perspectives pour contrôler  les maladies et  limiter  les pertes 
qu’elles induisent. La revue bibliographique ci‐après, décrit dans une première partie, les différentes 
étapes  impliquées  dans  la mise  en  place  des mécanismes  de  l’immunité  végétale,  puis  dans  une 
seconde  partie,  son  exploitation  pour  améliorer  la  résistance  des  plantes  cultivées  aux  agents 
pathogènes via la stimulation de leurs défenses naturelles. 
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TableauI1‐1‐Liste des éliciteurs généraux selon leur nature chimique, d’après Montesano et al, 
2003. 
Elicitor  Source  Original function  Effects in plants 
I   Branched (1,3‐1,6)‐β‐
glucans 
oomycète   Component of the fungal 
cell wall 
Phytoalexin in soybean, rice
 
 
  Chitin oligomers  Higher fungi   Chitin of the fungal cell 
wall 
Phytoalexin in rice 
lignification in wheat leaves
 
   Pectolytic enzymes 
(oligogalacturonides) 
Various fungi and 
bacteria 
Enzymes provide 
nutrients 
Protein inhibitors and 
defence genes in 
Arabidopsis, tomato 
 
II   Elicitins  oomycète  Sterol scavengers?  HR in tobacco 
 
  Harpins  Gram‐negative 
bacteria 
Involved in Type III 
secretion 
HR and defence genes in 
tobacco and Arabidopsis 
 
  Flagellin  Gram‐negative 
bacteria 
Part of bacterial 
flagellum 
Callose deposition, defence 
genes, ROS in Arabidopsis 
 
III  Glycoproteins 
(Pep‐13 fragment) 
oomycète   ?  Phytoalexin and defence 
genes in parsley 
 
  CBEL  oomycète  Part of the cell wall  HR in Arabidopsis and 
tobacco 
  Invertase  Yeast  Enzyme in yeast 
metabolism 
Defence genes and ethylene 
in tomato 
 
IV  Nod factors   Rhizobium  Signal in symbiosis 
communication 
Alkalinization in tomato cell 
cultures  
 
  FACs (fatty acid amino 
acid conjugates) 
Lepidoptera  Emulsification of lipids 
during digestion? 
Monoterpenes in tobacco 
'indirect' defence 
 
  Rhamnolipids  Bacteria  biosurfactant molecules  Defense gene expression 
and HR in grapevine 
V  Ergosterol  Various fungi  Main sterol of higher 
fungi 
Alkalinization in tomato cell 
cultures 
 
 
I = oligosaccharides; II = peptides; III = glycopeptides; IV = glycolipides; V = lipides 
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1ère partie ‐ La mise en place de  l’immunité végétale : de  la reconnaissance à 
la défense. 
 
La mise en place des réponses  immunitaires végétales nécessite  la reconnaissance précoce des 
agents pathogènes.  En  réponse  à  cette perception, différentes  cascades de  signalisation  sont  très 
rapidement activées, donnant localement naissance à des messagers secondaires. Plus tardivement, 
ces derniers assurent  la transmission du signal à distance via d’autres voies. Ainsi, des réponses de 
défense adaptées au signal initialement reconnu vont être mises en place. 
 
I‐ La reconnaissance de l’agent pathogène par les plantes. 
 
I‐1‐ La résistance basale. 
 
De  façon  générale,  les  plantes  sont  capables  de  résister  efficacement  à  la  plupart  des  agents 
pathogènes. Cette résistance générale peut avoir différentes origines dont la mise en place rapide de 
réactions  de  défense  résultant  de  la  perception  de  molécules  présentes  chez  les  organismes 
pathogènes  (Boller 1995, Nürnberger 1999).  Les  composés  induisant des  réactions  chez une  large 
gamme de plantes sont regroupés sous  le terme d'éliciteurs généraux et appartiennent à plusieurs 
familles chimiques : protéines, polysaccharides et lipides (TableauI1‐1)(Montesano et al. 2003).  
En comparant les mécanismes de reconnaissance du « non‐soi » observés chez les animaux à ceux 
des plantes, la notion « éliciteurs généraux » a évolué vers celle de PAMP et de MAMP (Pathogen or 
Microbe Associated Molecular Pattern) (Nurnberger and Brunner 2002, Nurnberger et al. 2004). Les 
PAMPs et  les MAMPs sont des signatures moléculaires très conservées de molécules microbiennes, 
reconnus  par  des  récepteurs  exprimés  par  les  cellules  de  l'hôte.  Les MAMPs,  contrairement  au 
PAMPs,  sont  aussi  présents  chez  des  espèces  non  pathogènes.  Les  exemples  les mieux  connus 
correspondent au peptide flg22, un peptide de 22 acides aminés contenu dans  la protéine majeure 
du  flagelle des bactéries  (Kunze et al. 2004), et elf18  formé par  les 18 premiers acides aminés du 
facteur  d’élongation  bactérien  EF‐Tu  (Kunze,  et  al.  2004).  Pour  ces  deux  PAMPs,  des  récepteurs 
nommé PRRs (Pattern Recognizing Receptor) ont été découverts (Jones and Dangl 2006, Postel and 
Kemmerling 2009), respectivement nommé FLS2 et EFR (Gomez‐Gomez and Boller 2000, Zipfel et al. 
2006). Ces deux récepteurs,  localisés au niveau de  la membrane plasmique, possèdent un domaine 
extracytoplasmique de type LRR (Leucine Rich Repeat) et un domaine  intracellulaire de type kinase. 
Plus récemment, la caractérisation du récepteur CERK1 impliqué dans la perception de la chitine chez 
Arabidopsis thaliana a permis d’identifier un autre type de domaine extracellulaire qui pouvait être  
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FigI1‐1‐ Les récepteur de type PRR (Pattern Recognizing Receptor), d’après Persel and Kemmerling, 
2009. Ces récepteurs participent à  la perception des éliciteurs de type PAMP et DAMP. La majorité 
est  formée d’une partie  extracellulaire de  type  LRR ou  LysM,  impliquée dans  l’interaction  avec  le 
signal perçu,  et  d’une partie  intracellulaire de  type  kinase  qui  assure  la  transduction du  signal  et 
l’activation des réponses de défense. Les peptides flg22 et elf18, issus de la flagelline et d’EF‐Tu sont 
perçus  respectivement  par  les  récepteurs  FLS2  et  EFR,  de  type  LRR‐RLK  (Leucine‐Rich  Repeat‐
Receptor‐Like kinase). La xylanase est reconnue par le complexe LeEIX1/2 chez la tomate. La chitine 
est capable de  se  lier au domaine extracellulaire de  type LysM de CeBiP, alors que  l’heptaglugane 
interagit  avec  une  protéine  GBP  (Glucan‐Binding  Protein)  du  soja.  Outre  ces  PAMPs  issus  de 
bactéries, oomycètes et champignons pathogènes,  les plantes perçoivent par  le même système des 
signaux  de  danger,  nommé  DAMP.    Le  récepteur  LRR‐RLK,  PEPR1,  reconnait  ainsi  un  peptide 
endogène  relargué en  réponse à différents  stress, AtPEP1.  Le  récepteur Theseus est une protéine 
CrRLK1L qui participe à la surveillance de l’intégrité pariétale dont le signal perçu n’a pas encore été 
identifié. 
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associé à un domaine kinase, les motifs LysM (Bhuiyan et al. 2009, Kaku et al. 2006, Miya et al. 2007). 
Le  domaine  kinase  de  ces  récepteurs,  alors  nommés  RLK  (Receptor  Like  Kinase),  permet  la 
transduction  du  signal  au  sein  de  la  cellule  (FigI1‐1).  Il  est  absent  chez  les  récepteurs  dits  RLP 
(Receptor  Like  Protein)  comme  les  protéines  LeEIX1  et  LeEIX2  qui  assurent  la  perception  de  la 
xylanase par  leur domaine LRR, et  la protéine CEBIP du  riz capable de  lier  la chitine au niveau des 
domaines LysM (Bhuiyan, et al. 2009, Kaku, et al. 2006, Miya, et al. 2007, Ron and Avni 2004). Dans 
ce cas,  la  transduction du signal ne peut s’effectuer directement et pourrait  faire  intervenir un co‐
récepteur. Cette notion,  issue de  l’étude du  système  immunitaire animal, a aussi pu être mise en 
évidence  chez  les  végétaux.  Par  exemple,  la  protéine  BAK1    intervient  dans  la  transduction  de 
nombreux  signaux  dont  la  perception  des  brassinostéroïdes  et  de  certains  PAMPs  comme  flg22 
(Albrecht et al. 2008, Heese et al. 2007). En fait, BAK1 ne lie pas directement flg22, mais le complexe 
FLS2‐flg22.  Ainsi,  BAK1  pourrait  activer  FLS2  par  transphosphorylation  comme  observé  lors  de 
l’interaction avec BRI1, le récepteur aux brassinostéroïdes (Chinchilla et al. 2007, Wang et al. 2008). 
   
I‐2‐ La production et la perception d’éliciteur endogène. 
 
L’attaque des microorganismes, en particulier  l’effet de  leurs enzymes, provoque  l’hydrolyse des 
polymères  pariétaux  des  plantes.  Les  fragments  générés  sont  perçus  comme  des  signaux  de 
« danger » par  les cellules végétales. Longtemps qualifiés d’éliciteurs endogènes (Davis et al. 1984), 
ils ont été récemment appelés DAMPs (Damage Associated Molecular Patterns) par analogie avec les 
systèmes animaux  (Boller and Felix 2009, Lotze et al. 2007). L’exemple  le plus étudié est celui des 
oligogalacturonates  (OGAs)  issus  de  la  dégradation  de  la  pectine,  un  polysaccharide majeur  des 
parois végétales. Ces oligosaccharides élicitent de nombreuses réponses de défense chez différentes 
plantes (Aziz et al. 2004, Boudart et al. 2003, Boudart et al. 1998, Ridley et al. 2001). Il a été montré 
que  les  cellodextrines  issues  de  la  dégradation  de  la  cellulose,  autre  polymère  pariétal,  étaient 
reconnues et induisaient les réactions de défense (Aziz et al. 2007). 
Le mode de perception de ces molécules est encore mal connu. Malgré les recherches effectuées, 
aucun récepteur à ce type d’éliciteur n’a été identifié. Les oligogalacturonates seraient perçus, après 
maturation, sous une configuration de type « boîte à œuf » au niveau de la paroi par des récepteurs 
comme les protéines WAKs (Wall‐Associated Kinases) (Cabrera et al. 2008). Associées à la pectine et 
aux protéines  riches  en  glycines  (GPRs) par  leur domaine  extracellulaire  ainsi qu’à  la  signalisation 
calcique par  leur partie  intracellulaire,  les protéines WAKs assureraient  la  communication entre  la 
paroi  et  le  milieu  intracellulaire  (Kohorn  2001).  Un  autre  mécanisme  de  perception  pourrait 
impliquer un  système de  surveillance de  l’intégrité pariétale  (Humphrey et al. 2007). Des mutants 
d’A. thaliana affectés dans la production de cellulose sont aussi affectés dans leur réponse vis‐à‐vis  
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FigI1‐2‐ Les effecteurs apoplastiques et cytoplasmiques, d’après Birch et al. 2008. L’exemple illustré 
est  celui de  l’interaction entre Phytophtora  infestans et  la pomme de  terre. Cet  agent pathogène 
secrète deux  types d’effecteurs. Les effecteurs apoplastiques,  tels que  les  inhibiteurs de protéases 
extracellulaires (EPI, cercles bleu), sont  libérés dans  l’espace extracellulaire, alors que  les effecteurs 
cytoplasmiques,  comme  les  protéines  à  RXLR  (carrés  vert)  sont  transportées  vers  l’intérieur  du 
cytoplasme de la cellule hôte. Certains sont reconnus par des protéines de résistance R, ils sont alors 
nommés protéines d’avirulence, AVR. 
 
 
FigI1‐3‐  Les  cibles  des  effecteurs  bactériens  ,  d’après  Espinosa  et  Alfano,  2004.  Les  bactéries 
injectent de nombreux effecteurs via le système de sécrétion de type III (Hops). Certains d’entre‐eux 
sont reconnus et induisent la mise en place des réponses de défense tels que les PAMPs. Les autres 
agissent  comme  des  suppresseurs  de  l’immunité  végétale.  (1)  AvrRpt2  supprime  les  défenses 
induites,  (2)  HopPtoD2  interfère  avec  les  voies  de  signalization  MAPK,  (3)  AvrBs3  modifie  la 
transcription,  (4)  d’autres  agissent  sur  les  mécanismes  post‐transcriptionnels,  (5)  ou  d’autres 
mécanismes indispensables à l’activation des défenses.   
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d’agents  pathogènes  (Ellis  and  Turner  2001,  Hernandez‐Blanco  et  al.  2007).  Les  perturbations 
associées à  la paroi pourraient être perçues comme un stress mécanique par des mécanosenseurs 
tels que Mca1 ou des récepteurs‐like kinase comme The1 (Ameline‐Torregrosa et al. 2008, Dumas et 
al. 2008, Hematy et al. 2007, Nakagawa et al. 2007).  
 
I‐3‐ La suppression des défenses par les parasites. 
 
La  résistance  basale,  initiée  par  la  perception  de  molécules  largement  répandues  chez  les 
microorganismes pathogènes, permet aux plantes de résister à  la plupart des attaques parasitaires. 
Or, dans certains cas, l’agent pathogène est capable de contourner les défenses végétales et parvient 
à  accomplir  son  cycle  en  provoquant  la maladie.  Cette  situation  est  dite  compatible. Un  résultat 
majeur de ces dernières années a été d’identifier une catégorie de molécules microbiennes capables 
de moduler la mise en place de l’immunité basale. Ces molécules, généralement des protéines, sont 
désignées sous  le terme d’effecteur et sont à  l’origine de  l’ETS (Effector Triggered Susceptibility). Ils 
sont classés en deux groupes :  les effecteurs apoplastiques secrétés dans  l’espace  intercellulaire et 
les effecteurs cytoplasmiques acheminés par le parasite à l’intérieur de la cellule hôte (FigI1‐2). 
Les  inhibiteurs enzymatiques  secrétés par  les agents pathogènes,  comme  les protéines GIP1 et 
GIP2 de Phytophthora sojae capables d’inactiver l’endoβ‐1,3‐glucanase du soja (Kamoun 2006, Rose 
et al. 2002), constituent une classe d’effecteurs apoplastiques. D’autres sont des molécules toxiques 
telle  la coronatine, un analogue  fonctionnel du  jasmonate produit par  la bactérie phytopathogène 
Pseudomonas syringae  pv tomato, qui induit chez A. thaliana la voie de signalisation dépendante des 
jasmonates, au détriment de la voie de signalisation dépendant de l’acide salicylique, requise pour la 
résistance à cette bactérie (Preiter et al. 2005). 
L’étude du pouvoir pathogène des bactéries a conduit non seulement à  identifier de nombreux 
effecteurs protéiques mais aussi à décrire  les systèmes de sécrétion de type  III et IV permettant de 
les injecter au sein des cellules hôtes et à caractériser plusieurs de leurs cibles (FigI1‐3) (Block et al. 
2008, Cascales 2008, Espinosa and Alfano 2004). Par exemple,  les effecteurs AvrPto et AvrPtoB de 
Pseudomonas syringae suppriment les réponses de défense induites par flg22 et d’autres PAMPs en 
interagissant  avec  le  co‐récepteur  BAK1  (Shan  et  al.  2008).  Récemment,  de  nombreux  effecteurs 
protéiques de champignons biotrophes et d’oomycètes transférés depuis  l’haustoria dans  la cellule 
hôte ont été mis en évidence  (Dodds et al. 2009). C’est ainsi qu’un peptide  très conservé chez  les 
effecteurs d’oomycètes, RXLR‐EER, permettant leur adressage à l’intérieur des cellules, a été identifié 
(Govers and Bouwmeester 2008, Whisson et al. 2007).  
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FigI1‐4‐ Modèle dit en « ZigZag » des interactions plantes‐microorganismes, d’après Jones et Dangl 
2006. La 1er phase consiste en la détection des PAMPs (Pathogen‐Associated Molecular Patterns) par 
les  PRRs  (Pattern  Recognizing  Receptors)  et  aboutit  à  la  résistance  dite  PTI  (PAMP‐Triggered 
Immunity).  Dans  la  2ème  étape,  le  parasite  produit  des  effecteurs  afin  de  supprimer  la  PTI  et  la 
sensibilité  de  la  plante  est  alors  qualifiée  d’ETI  (Effector‐Triggered  Susceptibility).  Lors  de  la  3ème 
phase, un effecteur est  reconnu par un  récepteur, produit d’un  gène de  résistance, et  induit une 
résistance nommée ETI (Effector‐Triggered Immunity). Enfin, le parasite peut produire à nouveau des 
effecteurs  pour  supprimer  l’ETI.  Pour  reconnaitre  ces  derniers,  de  nouveaux  gènes  de  résistance 
seront  alors  sélectionnés  afin  d’atteindre  à  nouveau  l’ETI.  En  2009,  Boller  et  Felix  ont  proposé 
d’intégrer  à  ce modèle  la  perception  des  DAMPs  (Damage  ‐Associated Molecular  Patterns),  qui 
constituent des signaux d’alerte tels que les PAMPs.    
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I‐4‐ La résistance spécifique. 
 
La description du concept dit gène‐pour‐gène par Flor est à  l’origine de  la notion de  résistance 
spécifique  (Flor  1955,  Flor  1971).  D’après  celui‐ci,  seules  les  races  d’une  espèce  pathogène  qui 
possèdent un gène Avr dans  leur génome peuvent être reconnues par  les variétés de  l’espèce de  la 
plante hôte qui possèdent le gène R correspondant dans leur génome. Les produits d’avirulence, Avr, 
constituent une classe particulière d’effecteurs. En effet,  si  la  fonction générale des effecteurs est 
d’outrepasser  l’immunité basale de  la plante,  les  facteurs Avr ne  l’assurent plus  totalement car  ils 
permettent à certaines plantes de reconnaitre l’agent pathogène. 
Depuis  le développement de ce concept gène‐pour‐gène, de nombreux gènes Avr ont été  isolés 
chez  les champignons,  les oomycètes et  les bactéries (Birch et al. 2008, Ellis et al. 2007, Gohre and 
Robatzek 2008). Parallèlement, plus de 60 gènes R ont été clonés chez les mono et les dicotylédones. 
Ces gènes R sont répartis en 5 classes en fonction de  la nature des domaines protéiques  impliqués 
dans la reconnaissance et la transduction du signal (van Ooijen et al. 2007). Un grand nombre d’entre 
eux est de  type NB‐LRR, où  le domaine  LRR  impliqué dans  les  interactions protéine‐protéine peut 
reconnaitre directement  les facteurs d’avirulence (Deslandes et al. 2003, Dodds et al. 2006, Jia and 
Martin 2008) ou  indirectement  comme  le  suggère  le modèle de garde  (Dangl and  Jones 2001).  La 
résistance  spécifique  de  type  gène‐pour‐gène  est  aujourd’hui  qualifiée  d’ETI  (Effector  Triggered 
Immunity) (Ellis, et al. 2007, Gohre and Robatzek 2008). 
 
I‐5‐ La co‐évolution plante/parasite.  
 
Les  mécanismes  décrits  dans  les  paragraphes  précédents  indiquent  que  le  résultat  d'une 
interaction entre une plante et un microorganisme pathogène va dépendre de processus complexes 
de  reconnaissance  et  de  manipulation  faisant  intervenir  de  nombreux  acteurs  moléculaires.  Un 
modèle dit en « zig‐zag » a été récemment proposé afin de résumer  les différentes étapes connues 
dans la co‐évolution entre les agents pathogènes et leurs hôtes (FigI1‐4) (Hein et al. 2009, Jones and 
Dangl 2006). Tout d’abord,  les PRRs reconnaissent  les PAMPs et  induisent  l’établissement de  la PTI. 
La deuxième étape de cette co‐évolution correspond à la suppression de la PTI par l’agent pathogène 
en déployant un effecteur qui  interfère avec celle‐ci ; on parle alors d’ETS. Enfin, cet effecteur peut 
être  reconnu  spécifiquement par une protéine de  résistance de  type NB‐LRR ;  la  réponse est alors 
qualifiée d’ETI. La résistance de la plante d’une part, la virulence de l’agent pathogène d’autre part, 
co‐évoluent donc en fonction de la pression de sélection exercée sur les gènes codants des effecteurs 
et des récepteurs, comme en témoignent leur nombre, leur polymorphisme et leur organisation dans  
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le  génome.  Par  exemple,  plus  de  200  gènes  de  type  gène  de  résistance  ont  été  repérés  dans  le 
génome d’A. thaliana (Meyers et al. 2003) et environ 400 chez Medicago truncatula (Zhu et al. 2002). 
Ils sont regroupés en clusters  (Holub 2001) non uniformément répartis sur  le génome. Des « super 
clusters » ont aussi été identifiés sur les chromosomes 1 et 5 d’A. thaliana (Leister 2004), permettant 
de prévoir une évolution rapide des gènes R sous  la pression de sélection des nouveaux gènes Avr 
(Friedman and Baker 2007). 
La perception des DAMPs et leur rôle dans l’activation des mécanismes de défense des plantes ne 
sont pas pris en compte dans  le modèle en « zig‐zag » décrit ci‐dessus. On distingue au sein de ce 
dernier,  deux  formes  d’immunités,  les  immunités  innées  basale  et  spécifique,  induites 
respectivement par la perception des PAMPs et des effecteurs. Boller et Felix ont proposé d’élargir le 
concept de  l’immunité  innée basale végétale, qui serait  induite non seulement pas  les PAMPs, mais 
aussi par les MAMPs et les DAMPs (Boller and Felix 2009), comme cela a été décrit chez les animaux 
(Lotze,  et  al.  2007,  Rubartelli  and  Lotze  2007).  PAMPs, MAMPs  et  DAMPs  sont  alors  considérés 
comme des signaux d’alerte (Boller and Felix 2009). L’étude de  l’expression des gènes en réponse à 
ces différents signaux  (MAMPs, PAMPs et DAMPs) montre d’importants chevauchements entre ces 
trois réponses  (Wise et al. 2007). Ces résultats  indiquent que tous ces signaux convergent vers des 
réponses  de  défense  similaires,  les  différences  étant  dans  les  cinétiques  des  réponses  et  leurs 
intensités.  
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FigI1‐5‐ Signalisation calcique en réponse à différents éliciteurs, d’après Lecourieux et al, 2006. Les 
variations calciques chez des cellules de tabac sont observées dans  le cytosol  ([Ca2+]cyt) et  le noyau 
([Ca2+]nuc) en  réponse à des éliciteurs protéiques et glucidiques,  respectivement  représentés par  la 
cryptogéine  (Cry)  et  les oligogalacturonates  (OGs).  La  réponse  à  la  cryptogéine  est biphasique.  La 
première phase, soit 5‐10 min après  l’application, consiste en une augmentation  transitoire de  (A) 
[Ca2+]cyt  et  (B)  [Ca2+]nuc.  La  seconde  phase,  soit  15‐30  min  après  l’application,  consiste  en  une 
augmentation  durable  de  [Ca2+]cyt  et  [Ca2+]nuc.  Bien  que  la  réponse  aux  OGs  est  différente : 
l’augmentation de  [Ca2+]cyt est plus rapide, elle apparait seulement 1min après  leur application ; de 
plus, aucune  réponse  tardive, après 5 min, ne peut être observée  tant dans  le cytosol que dans  le 
noyau.  
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II‐ Les voies de signalisation précoces. 
 
Immédiatement  après  la  perception  de  l’agent  pathogène,  des  cascades  de  signalisation  se 
mettent  en  place  chez  la  plante  afin  d’induire  des  réponses  de  défense  (Nurnberger  and  Scheel 
2001). Cette  transduction du signal  implique des  flux  ioniques,  la production d’espèces activées de 
l’oxygène  (ROS),  la  production  de monoxyde  d’azote  (NO),  ainsi  que  l’activation  de  protéines  par 
phosphorylation. 
 
II‐1‐ Les flux ioniques et la dépolarisation membranaire. 
 
Les modifications des flux  ioniques à travers  la membrane plasmique (influx de Ca2+ et H+, efflux 
de K+, Na+ et Cl‐) et  l’alcalinisation du milieu extracellulaire qui en découle constituent  la réponse  la 
plus  précoce  à  la  reconnaissance  spécifique  d’un  agent  pathogène.  L’efflux  de  K+  via  des  canaux 
potassiques  est  nécessaire  à  l’activation  des  défenses  (Amano  et  al.  1997,  Blatt  et  al.  1999). 
Cependant, il semblerait que parmi tous ces ions, le calcium joue un rôle majeur. Des variations de la 
concentration en  calcium  intracellulaire,  cytosolique et nucléaire,  sont observées en  réponse à de 
nombreux  stimuli,  dont  la  reconnaissance  d’agents  pathogènes,  de  PAMPs  ou  d’effecteurs 
(Lecourieux et al. 2006, Mazars et al. 2009). Leur  intensité et  leur durée sont spécifiques à chaque 
type de stimuli, définissant une signature calcique. Un effecteur protéique, comme  la cryptogéine, 
induit  une  réponse  biphasique  constituée  d’une  augmentation  transitoire  de  la  concentration 
calcique  cytosolique et nucléaire  suivie un plateau plus durable  (FigI1‐5), alors que des effecteurs 
glucidiques,  comme  les  OGAs  ou  les  chitopentoses,  induisent  une  augmentation  transitoire  plus 
rapide des concentrations calciques dans ces deux compartiments qui ne sont pas suivies de plateau. 
Le calcium ainsi mobilisé provient de l’apoplaste ou des organites intracellulaires comme la vacuole. 
Le  rôle  important  du  calcium  tient  au  fait  qu’il  active  d’autres  voies  de  signalisation  comme  la 
production de ROS et de NO, ainsi que les cascades de phosphorylation de type CDPK (Courtois et al. 
2008, Yan et al. 2006). 
 
II‐2‐ Les espèces activées de l’oxygène et le monoxyde d’azote. 
 
Les espèces activées de l’oxygène (ROS) sont générées naturellement au cours du développement 
des plantes par  les oxydases membranaires et  les chaînes de transport d’électrons, situées dans  les 
mitochondries et  les  chloroplastes. Cependant,  leur production augmente de manière  importante, 
rapide et localisée lors d’une attaque parasitaire. Ce phénomène appelé «bouffée oxydante» fait  
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FigI1‐6‐ Réactions à l’origine des différentes espèces activées d’oxygène, d’après Scandalios, 2005. 
 
 
 
FigI1‐7‐ Production d’H2O2 en réponse à divers éliciteurs , d’après Aziz et al, 2007. Les éliciteurs ont 
été appliqués sur des cultures cellulaires de vigne, Vitis vinifera L. afin de mesurer  les effets sur  la 
production  d’une  espèce  activée  de  l’oxygène,  H2O2.  Les  éliciteurs  utilisés  sont  (A)  des  β‐(1,3)‐
glucanes  linéaires  (βGlu  0.5mg.ml‐1),  des  oligogalacturonates  (OGA  0.5mg.ml‐1)  et  (B)  des 
cellodextrines  (CD, 0.5mg.ml‐1). L’intensité de  la production d’H2O2 dépend non seulement du  type 
d’éliciteur mais aussi de  leur degré de polymérisation,  indiqué par  le chiffre associé à  l’abréviation 
(ex : CD 4 a un DP de 4).   
A
B
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intervenir  essentiellement  trois  formes  de  ROS  :  le  peroxyde  d’hydrogène  (H2O2),  son  précurseur 
l’anion  superoxide  (O2.‐)  et  le  radical  hydroxyle  (HO.)  (FigI1‐6)  (Scandalios  2005).  Leur  production 
dépend  essentiellement  de  l’activité  des  NADPH  oxydases  membranaires,  et  de  celle  des 
peroxydases  pariétales  (Bolwell  et  al.  2002).  En  effet,  les mutants  d’A.  thaliana  affectés  dans  les 
isoformes  AtrbohD  et  AtrbohF  de  NADPH  oxydases  et  dans  les  isoformes  AtPca  et  AtPcb  de 
peroxydases sont  incapables de produire un stress oxydant similaire aux plantes sauvages au cours 
d’interactions  avec  des  parasites  fongiques  et  bactériens  (Bindschedler  et  al.  2006,  Torres  et  al. 
2002).  Lors  des  interactions  hôte  et  non‐hôte,  une  production  faible  et  transitoire  de  ROS  est 
mesurée. Dans  le  cas  de  résistance  hôte,  elle  est  suivie  d’une  seconde  phase  de  production  plus 
intense et plus  longue (Lamb and Dixon 1997, Torres et al. 2006). De nombreux éliciteurs  induisent 
aussi  une  production  rapide  et  intense  d’H2O2,  comme  observé  lors  de  l’application  d’OGA  et  de 
cellodextrines  (CD)  sur  des  cultures  cellulaires  de  vigne  (FigI1‐7)  (Aziz,  et  al.  2007).  Cependant, 
l’intensité de  la réponse dépend non seulement de  la nature de  l’oligosaccharide mais aussi de son 
degré de polymérisation  (DP). Les quantités d’H2O2 produites sont doublées en présence d’OGA de 
DP10 et de CD de DP8 par rapport à des DP7.  
Cette production de ROS est souvent associée à une production de monoxyde d’azote (NO) par la 
nitrate  réductase et  la NO  synthase  (Delledonne 2005, Guo et al. 2003, Wendehenne et al. 2004, 
Yamasaki  and  Sakihama  2000,  Zeidler  et  al.  2004).  La  production  de  ROS  et  de  NO  affecte 
l’expression de nombreux gènes, dont des gènes de défense (Desikan et al. 2001, Parani et al. 2004). 
Cependant,  leur  rôle dans  la mise en place des  réponses de défense est  controversé.  Initialement 
corrélés à la HR, d’autres résultats montrent qu’ils ne sont pas nécessaires à l’établissement de cette 
réaction de défense  (Apel and Hirt 2004, Tada et al. 2004, Torres et al. 2005). En effet,  le mutant 
Nbrboh est plus sensible à Phytophthora  infestans et présente moins de  lésions HR (Yoshioka et al. 
2003) alors que  le mutant AtrbohF est plus  résistant à Peronospora parasitica et présente plus de 
lésions HR (Torres, et al. 2002).  
 
II‐3‐ L’activation de protéines par phosphorylation. 
 
La  phosphorylation  des  protéines  est  une  modification  importante  qui  module  leur  activité 
(Stulemeijer and Joosten 2008).  Indispensable à  la transduction du signal  induit par  les  interactions 
biotiques, elle consiste en un attachement covalent et réversible d’un groupement phosphate à un 
acide  aminé.  Cette  réaction  est  catalysée  par  des  kinases  comme  les  CDPKs  (Calcium‐Dependent 
Protein  Kinases)  et  les MAPKs  (Mitogen‐Activated  Protein  Kinases).  Les  CDPKs  sont  des  kinases 
activées par le calcium ; ainsi leur activité augmente souvent suite à l’influx calcique provoqué par la 
perception d’un agent pathogène (Klimecka and Muszynska 2007). Les transcrits de NtCDPK1 et  
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FigI1‐8‐  Voies  de  signalisation  induites  précocement  en  réponse  à  un  éliciteur,  d’après  Garcia‐
Brugger et al 2006. La perception de  l’éliciteur,  ici  la cryptogéine,  induit des variations calciques à 
l’origine de nombreux autres effets : flux d’ion à travers la membrane, production de ROS (O2.‐, H2O2) 
et de NO, activation de protéine kinase (MAPKs, PK), modification de l’expression génique,... 
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NtCDPK2 chez le tabac sont accumulés lors d’interactions non‐hôte et hôte (Romeis et al. 2001, Yoon 
et  al.  1999).  Les  cascades MAPK,  formée  des  3  kinases MAPKKK/MAPKK/MAPK,  constituent  un 
système de transduction des signaux très conservé chez les eucaryotes en réponse à différents stress 
environnementaux  (Asai  et  al.  2002).  Une  cascade MAPK  essentielle  à  la  résistance  a  été  bien 
caractérisée chez A.  thaliana grâce à  l’étude de différents pathosysthèmes. Elle  implique  les gènes 
AtMEK1/AtMKK4‐AtMKK5/AtMPK3‐AtMPK6  (Pedley  and  Martin  2005).  Ces  protéines  sont 
désactivées par déphosphorylation grâce à l’action de phosphatase. Parmi celles‐ci, plusieurs études 
montrent que les PP2Cs jouent un rôle clé dans la transduction des signaux aboutissant à l’induction 
des défenses  (Meskiene  et al. 2003). Par exemple,  les plantes d’A.  thaliana  surexprimant  la PP2C 
notée AP2C1 sont plus sensibles à Botrytis cinerea (Schweighofer et al. 2007). 
 
II‐4‐ Les interconnections multiples entre événements précoces. 
 
Tous  ces événements précoces,  flux d’ions, production de ROS et NO, activation des protéines 
kinases, sont fortement interconnectés entre eux, comme cela a pu être mis en évidence en réponse 
à  la cryptogéine  (FigI1‐8)  (Garcia‐Brugger et al. 2006). Ainsi,  l’augmentation de  la concentration en 
calcium cytosolique permet l’activation de la NO synthase, AtNOS1, qui est calmoduline dépendante 
comme chez les animaux (Guo, et al. 2003, Wendehenne et al. 2001). En retour, la production de NO 
entraîne un relargage du calcium stocké dans les organites intracellulaires et une augmentation de la 
concentration en calcium cytosolique (Lamotte et al. 2006, Lamotte et al. 2004, Vandelle et al. 2006). 
Les événements précoces doivent non seulement être étudiés un à un mais aussi en interaction afin 
de comprendre la mise en place des réponses de défense des plantes. Si les OGA induisent un stress 
oxydant  chez  A.  thaliana  qui  ne  semble  nécessaire  ni  à  l’induction  de  l’expression  de  nombreux 
gènes connus pour répondre à cette molécule ni à la mise en place d’une protection efficace contre 
Botrytis  cinerea,  celui‐ci  peut  avoir  d’autres  effets  (Galletti  et  al.  2008).  L’ensemble  de  ces 
évènements  précoces,  finement  régulés,  induisent  d’autres  évènements,  dits  tardifs,  et  sont 
essentiels à la mise en place d’une réponse adaptée au stimulus reconnu. 
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FigI1‐9‐  Les  réponses  de  défenses  systémiques,  d’après  Pietersen  et  al,  2009.  La  résistance 
systémique acquise (SAR) se met en place dans les tissus sains d’une plante après une infection locale 
grâce  à  un  signal  mobile  véhiculé  dans  les  tissus  distants.  L’acide  salicylique  (SA)  permet  de 
déclencher la SAR et d’activer l’expression des protéines PR. La résistance systémique induite (ISR) se 
met en place après colonisation des racines par un microorganisme non pathogène. Cette réponse, 
régulée par  les voies de signalisation dépendantes de  l’acide  jasmonique  (JA) et de  l’éthylène  (ET), 
n’est pas associée à une activation directe des gènes PR mais à  leur potentialisation  (Khatib et al. 
2004). Ces deux réponses de défense systémique, SAR et ISR, sont efficaces contre un  large spectre 
d’agents pathogènes. 
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III‐ Les voies de transduction du signal tardives. 
 
L’activation  précoce  des  voies  de  signalisation  décrites  ci‐dessus  est  localisée  au  site  de 
perception du parasite et permet la mise en place des réponses de défense locales comme la HR. Or, 
l’infection localisée par un agent pathogène se traduit souvent par l’induction d’un état de résistance 
général dans les parties non infectées de la plante. Cette réponse systémique est possible grâce à la 
production de messagers  comme  les hormones.  L’acide  salicylique  (SA),  l’acide  jasmonique  (JA) et 
l’éthylène  (ET)  sont  les  trois  phytohormones  initialement  associées  aux  réponses  de  défense. 
Cependant,  de  récentes  études montrent  que  la  plupart  des  hormones  connues  participent  à  la 
transduction du signal lors des interactions plantes‐agents pathogènes (Bari and Jones 2009).  
 
III‐1‐ Le rôle de l’acide salicylique, l’acide jasmonique et de l’éthylène. 
 
Lors  des  interactions  plantes‐parasites,  une  accumulation  de  SA  est  généralement  observée 
autour  du  site  d’infection mais  aussi  dans  les  tissus  plus  éloignés.  L’utilisation  de mutants  et  de 
plantes transgéniques a montré  l’importance de cette production de SA et de  l’activation de  la voie 
de signalisation associée à cette hormone, dans  la mise en place de  la réponse systémique acquise 
(SAR)  (Grant and Lamb 2006). Certains microorganismes non pathogènes, comme  les champignons 
mycorhiziens  et  les  rhizobactéries,  induisent  aussi  une  résistance  systémique  dite  induite  (ISR). 
Cependant cette réponse n’est pas dépendante du SA mais des deux autres hormones que sont le JA 
et  l’ET  (FigI1‐9). N’induisant pas  les mêmes voies de signalisation,  la SAR et  l’ISR ne protègent pas 
contre  le même  type  d’agents  pathogènes  (Pieterse  et  al.  2009).  L’étude  du  comportement  des 
mutants affectés dans ces voies de signalisation vis‐à‐vis de différents types de parasites a permis de 
montrer que les réponses de défense dépendantes du SA sont efficaces contre les agents pathogènes 
biotrophes et hémibiotrophes  (Delaney  et al. 1994, Kinkema  et al. 2000, Wildermuth  et al. 2001) 
alors que celles dépendantes du JA et de l’ET sont actives contre les agents pathogènes nécrotrophes 
et contre les insectes (Anderson et al. 2004, Devoto et al. 2005, Kang et al. 2006, Norman‐Setterblad 
et  al.  2000,  Staswick  et  al.  1998).  Toutefois,  certains  éliciteurs  comme  les  OGA  et  les 
chitooligasaccharides  induisent des  réponses de défense  indépendantes des  voies de  signalisation 
hormonales  du  SA,  du  JA  et  de  l’ET,  tandis  que  d’autres  éliciteurs,  telle  que  la  protéine  CBEL, 
induisent les trois voies (Khatib et al. 2004). 
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FigI1‐10‐  Interconnexions entre  les voies de signalisation hormonales contrôlant  la mise en place 
des réponses de défense, d’après Pieterse et al, 2009. Ces  interconnexions permettent aux plantes 
d’adapter leur réponses de défense aux types de parasites rencontrés. Les phytohormones, SA, JA et 
ET, contrôlent leur voie de signalisation respective via leur action essentiellement sur deux systèmes 
de régulation : l’ubiquitinylation qui implique les protéines SCFCOI1 et SCFEBF1/2, et la transcription avec 
les facteurs de transcription TGAs/GRX480, WRKYs, MYC2, ERF1 et ORA59. L’activation de ces voies 
conduit à  l’expression spécifique de gènes tels que PR‐1, VSP2, PDF1.2. Cependant, certains agents 
pathogènes  comme  Pseudomonas  syringae,  produisent  des  effecteurs  (coronatine,  HopI1  and 
AvrRpt2)  qui  interagissent  avec  ces  voies  de  signalisation  (        )  et  ainsi  suppriment  les  réponses 
immunitaires.  
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III‐2‐ Les interconnections entre les voies de signalisation dépendantes du SA, du JA et de l’ET. 
 
Durant  son  cycle  de  développement,  une  plante  est  soumise  à  de  multiples  agressions 
simultanées et/ou successives auxquelles elle peut faire face grâce à une régulation rapide et précise 
des  différentes  voies  de  signalisation  hormonales.  Cette  régulation  est  le  fruit  d’interconnections 
nombreuses et complexes entre elles comme ont pu le montrer de récents travaux (FigI1‐10). 
Les effets antagonistes réciproques entre les voies dépendantes du SA et du JA ont été observés 
dans de nombreux cas. Par exemple, l’activation de la voie SA lors de l’inoculation d’A. thaliana par 
l’oomycète  Hyaloperonospora  arabidopsidis  ou  la  bactérie  Pseudomonas  syringae  supprime 
l’activation  de  la  voie  JA  et  rend  cette  plante  plus  sensible  à  la  chenille  Pieris  rapae  ou  au 
champignon nécrotrophe Alternaria brassicicola  (Koornneef and Pieterse 2008,  Spoel et al. 2007). 
Ces observations sont appuyées par la découverte d’un certain nombre de protéines qui régulent les 
interactions entre ces deux voies de signalisation comme la kinase MAK4, les lipases EDS1 et PAD4, la 
protéine régulatrice NPR1, les enzymes SSI2 et GRX480 ainsi que le facteur de transcription WRKY70. 
NPR1 est non seulement un coactivateur transcriptionnel essentiel de la voie dépendante du SA mais 
aussi  l’élément  indispensable  contrôlant  la  répression  de  la  voie  dépendante  du  JA.  D’après  les 
résultats  de  nouvelles  études,  les  effets  antagonistes  entre  les  voies  SA  et  JA  ne  peuvent  être 
observés  que  dans  certaines  conditions  quantitatives  et  qualitatives.  Tout  d’abord,  les  effets 
antagonismes sont observés  lorsque  les apports exogènes d’hormones sont supérieurs à 0.1mM de 
JA ou 350µM de SA (Mur et al. 2008, Spoel, et al. 2007). De plus, la suppression de l’activation de la 
voie JA par  la voie SA est n’observée chez A. thaliana seulement si un temps  inférieur à 30h sépare 
les  deux  applications  (Koornneef  et  al.  2008).  Ainsi,  une  plante  attaquée  par  un  type  d’agent 
pathogène peut rapidement répondre à un autre type de parasite.  
 
III‐3‐ Vers une régulation complexe des défenses par l’ensemble des phytohormones.  
 
Lors  des  interactions  plantes‐microorganismes,  les  voies  hormonales  connues  pour  réguler  la 
croissance et le développement sont aussi affectées et participent au réseau formé par le SA , le JA et 
l’ET. Un  rôle dans  la  régulation des  réponses de défense a été découvert pour  l’acide abscissique 
(ABA),  hormone  de  croissance  initialement  associée  aux  réponses  à  des  stress  abiotiques.  Cette 
hormone  agit  comme un  régulateur négatif  (Mauch‐Mani  and Mauch 2005). Ainsi  les mutants de 
cette  voie  de  signalisation  sont  plus  résistants  aux  agents  pathogènes  fongiques  et  bactériens 
biotrophes et nécrotrophes (Achuo et al. 2006, Asselbergh et al. 2008, Audenaert et al. 2002). L’ABA 
pourrait également agir sur la cascade MAPK (AtMKK1/AtMPK6) pour contrôler la production de ROS  
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FigI1‐11‐ Modèle simplifié du rôle des phytohormones dans le contrôle de l’immunité, d’après Bari 
et Jones, 2009. De manière générale, lorsqu’une hormone active (flèche) les réponses de défense vis‐
à‐vis d’un agent pathogène biotrophe, elle réprime (ligne fermée) celles efficaces contre les parasites 
nécrotrophes, et inversement. 
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(Xing et al. 2009) et modifier  la composition pariétale (Flors et al. 2008). La voie de signalisation de 
l’ABA  interférerait avec  les  voies dépendantes du  SA et du  JA  (Adie et al. 2007, Audenaert, et al. 
2002). 
Plus récemment, il a été montré que les facteurs de transcription DELLA, régulateurs négatifs de la 
voie  de  l’acide  gibbérellique  (GA),  participaient  à  la  mise  en  place  des  réponses  de  défense 
contrôlées par  les voies dépendantes du SA et du  JA  (Navarro et al. 2008). L’activation des DELLAs 
active la voie du JA et réprime la voie du SA. L’accumulation de formes actives de GA a l’effet inverse 
(Iriti et al. 2006). Tout ceci tiendrait au fait que la voie GA pourrait être impliquée dans le contrôle de 
la production de ROS, les DELLAs activant les systèmes de détoxication (Achard et al. 2008).  
Une  autre  classe  de molécules  peut  être  ajoutée  en  tant  qu’hormone  à  celles  précédemment 
décrites,  issues du métabolisme secondaire. Tout d’abord  identifiés chez  les solanacées, des petits 
glycopeptides riches en hydroxyproline, nommés systemin, provenant de la maturation de protéines 
induites par la voie du JA (Narvaez‐Vasquez et al. 2005, Narvaez‐Vasquez and Ryan 2004), participent 
aux  réponses  locales  et  systémiques mises  en place  après une blessure ou  l’attaque d’un  insecte 
(Pearce et al. 1991, Pearce and Ryan 2003, Pearce et al. 2007) et activent l’expression d’inhibiteur de 
protéase. Ils permettent également une amplification des réponses de défense (Schilmiller and Howe 
2005). Chez A. thaliana, un peptide,  AtPEP1, jouant le même rôle a été identifié. L’expression de son 
précurseur est induite non seulement par la blessure, le JA et l’ET mais aussi par le SA (Huffaker et al. 
2006).  Ces  peptides,  qui  constituent  une  nouvelle  classe  d’hormone,  régulent  non  seulement  les 
réponses aux attaques parasitaires mais aussi d’autres aspects du développement végétal (Farrokhi 
et al. 2008, Matsubayashi and Sakagami 2006). 
Ainsi la majorité des phytohormones participent directement ou indirectement à la mise en place 
des réponses de défense contre les agents pathogènes biotrophes et/ou nécrotrophes (FigI1‐11)   
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FigI1‐12‐ Modèle du contrôle de  la mort cellulaire programmée de type HR, d’après Lorrain et al, 
2003. L’identification de nombreux mutants présentant des lésions de type HR spontanées, notés en 
vert, a permis de décrypter  le  contrôle de  la mise en place de  la HR. Au niveau  local, deux  voies 
indépendantes sont induites en fonction du type de récepteur impliqué dans la perception de l’agent 
pathogène.  Elles  impliquent  des  facteurs  clés  de  la mise  en  place  des  réponses  précoces  comme 
NDR1, EDS1 et PAD4, mais aussi des évènements plus tardifs comme ceux liés à l’activation des voies 
de  signalisation  hormonales.  Dans  les  cellules  adjacentes  aux  cellules  infectées,  la  HR  serait 
déclenchée par la présence de quantités élevées d’intermédiaires activés de l’oxygène (ROI).   
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IV‐ Les mécanismes de défense. 
 
En  réponse  aux  parasites,  les  plantes  développent  divers  mécanismes  de  défense.  Selon  la 
spécificité  de  l’interaction,  on  assiste  à  une  mort  programmée  des  toutes  premières  cellules 
infectées, et/ou  à un  renforcement des barrières pariétales  ainsi qu’à  la production de  composés 
antimicrobiens. 
 
IV‐1‐ La réponse hypersensible. 
 
L’une des réponses de défense végétale les plus spectaculaires est la réponse hypersensible (HR). 
Elle  fût  décrite  pour  la  première  fois  il  y  a  presque  cent  ans  lors  de  l’étude  de  la  résistance  des 
céréales aux  formes spéciales de Puccinia graminis, agent responsable de  la rouille noire  (Stakman 
1915).  Elle  se  caractérise  par  la  mort  des  cellules  autour  du  point  d’infection  créant  un 
environnement  très  défavorable  au  développement  du  parasite.  La  HR  est  une  forme  de  mort 
cellulaire  programmée.  En  effet,  celle‐ci  est  supprimée  lorsqu’on  applique  des  inhibiteurs  du 
métabolisme  et de  la  synthèse protéique  (Aist  and Bushnell  1991,  Keen  et  al.  1981, Nozue  et  al. 
1977). De plus, l’isolement de mutants incapables de mettre en place une HR ou présentant des HR 
spontanées, en particulier chez A. thaliana, vis‐à‐vis de bactéries phytopathogènes, montre que cette 
réponse dépend d’un programme génétique  (Lorrain et al. 2003). Ainsi,  la HR semble proche de  la 
PCD  responsable  de  l’élimination  des  cellules  infectées  ou  anormales  chez  les  animaux,  appelée 
apoptose  (Bergmann  et  al.  1998).  Les  nombreuses  études  comparatives  réalisées  ont  permis 
d’identifier des mécanismes communs mais aussi des différences  significatives  faisant de  la HR un 
mécanisme de mort cellulaire programmée spécifique du monde végétal (Mur, et al. 2008). Durant 
les  dix  dernières  années,  notre  compréhension  des  événements  à  l’origine  de  la  HR  et  des 
mécanismes de signalisation associés a énormément progressé.  
La HR est généralement consécutive à  la reconnaissance spécifique de  l’agent pathogène par  la 
plante via les interactions Avr‐R précédemment décrites. En fonction du type de récepteur impliqué, 
son induction dépend d’un ensemble de gènes différents (FigI1‐12). Si la reconnaissance implique un 
récepteur de  type  TIR‐NBS‐LRR,  sa mise  en place  s’effectue  via  les  gènes  EDS1, PAD4  et  SAG101, 
codant  tous  trois des  lipases  (Falk et al. 1999, He and Gan 2002,  Jirage et al. 1999, Wiermer et al. 
2005). Dans  le cas où  la  reconnaissance  implique un  récepteur de  type CC‐NBS‐LRR,  la HR dépend 
alors de NDR1 et RIN4, deux protéines capables d’interagir entre elles (Century et al. 1997, Coppinger 
et al. 2004). Certains de ces gènes, comme EDS1, PAD4 et NDR1, sont associés non seulement à  la 
résistance hôte spécifique mais aussi à la résistance basale. Ces gènes sont impliqués dans la voie de  
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FigI1‐13‐  Rôle  de  la  paroi  cellulaire  dans  la  mise  en  place  des  réponses  de  défense,  d’après 
Hückelhoven  et  al,  2007.  La  paroi  cellulaire  (CW)  joue  un  rôle  de  barrière  physique  à  l’invasion 
parasitaire. Au contact d’un agent pathogène, une réorganisation du cytosquelette est observée qui 
permet le transport de matériels nouvellement produits pour renforcer localement la paroi et former 
des  appositions  pariétales  (CWA)  riches  en  callose  et  molécules  antimicrobiennes  telles  des 
phytoalexines et des enzymes de dégradation des paroi  (CWDE). L’attaque parasitaire a aussi pour 
conséquence  le  relargage  d’éliciteurs  endogènes,  qui  sont  perçus  par  la  plante  et  activent  ses 
mécanismes de défense.    
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signalisation  dépendante  du  SA.  La mort  cellulaire  de  type  HR  est  aussi  observée  en  réponse  à 
certains  éliciteurs,  et  plus  particulièrement  les  éliciteurs  protéiques  comme  la  harpine  et  la 
cryptogéine, où elle a été associée à la production de ROS (Gabriel 1999, Heath 2000). A l’inverse, les 
éliciteurs glucidiques, tels que les OGAs, ne provoquent pas de HR, ni de façon plus générale de mort 
cellulaire, chez les plantes bien qu’ils induisent aussi la production de ROS (Lecourieux et al. 2002). La 
chitine et son dérivé,  le chitosan, constituent des exceptions à cette règle. En effet,  l’application de 
chitine  à des  cultures  cellulaires d’A.  thaliana entraîne  la mort d’une partie de  celles‐ci  alors que 
l’application de chitosan  induit  l’apparition de micro‐lésions de  type HR sur des  feuilles de  tabac à 
l’origine de la résistance de cette plante au TNV (Iriti and Faoro 2008, Iriti and Faoro 2009, Iriti, et al. 
2006, Tsutsui et al. 2006). 
Les  recherches menées  sur  les  signaux  préférentiellement  observés  pendant  la HR  ont  permis 
d’identifier des évènements  tels que  l’alcalinisation du milieu extracellulaire,  l’augmentation de  la 
concentration  cytoplasmique  de  calcium,  la  production  de  ROS  et  de  NO,  la  modification  des 
sphingolipides cellulaires, etc. Cependant, ces signaux sont aussi à  l’origine de  la mise en place des 
mécanismes de résistance non associés à une HR et pourraient être responsables de l’activation des 
mécanismes de défenses qui accompagnent la HR. 
 
IV‐2‐ Les barrières physiques. 
 
Lors  de  leur  contact  avec  les  cellules  végétales,  les  agents  pathogènes  sont  confrontés  à  la 
présence des barrières physiques au niveau de  la paroi cellulaire. Véritable barrière physique, elle 
participe activement à la mise en place des réponses de défense, d’une part grâce à la modification 
de  sa  composition  en  polymères  et  d’autre  part  en  tant  que  réservoirs  de  signaux  (FigI1‐
13)(Huckelhoven 2007).  
 
La paroi des  cellules  végétales  constitue une barrière physique  à  la pénétration des  agresseurs. 
Cette résistance implique des composés déjà présents au sein de la paroi mais aussi un renforcement 
par  l’accumulation  de  nouvelles  molécules  comme  des  polysaccharides,  des  protéines  et  des 
polymères phénoliques. L’accumulation de glycoprotéines riches en hydroxyproline (HRGP), d’abord 
décrites chez le melon en réponse à l’infection par Colletotrichum lagenarium (Esquerre‐Tugaye et al. 
1979), est une réaction de défense rencontrée dans de nombreux pathosystèmes (Benhamou et al. 
1991,  Garcia‐Muniz  et  al.  1998,  Showalter  et  al.  1985).  Elle  s’accompagne  généralement  d’une 
accumulation de protéines riches en proline, PRP (Sheng et al. 1991). Une autre réponse également 
fréquemment  observée  est  la  formation  de  papille  au  site  de  pénétration  des  champignons.  Ces 
appositions pariétales sont riches en callose et/ou en HRGP  
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(O'Connell  et  al.  2004,  Perfect  et  al.  1998),  et  contiennent  des  polymères  phénoliques  de  type 
lignines. Récemment, l’importance de ces composés a été montrée chez le blé et l’orge. Des plantes 
mutées dans les voies de synthèses des monolignols sont plus sensibles aux espèces adaptées et non 
adaptées d’oïdium, Blumeria graminis f. sp. tritici et B. graminis f. sp. hordei (Bhuiyan, et al. 2009, Hu 
et al. 2009). Des dépôts de callose sont aussi observés en réponse à certains éliciteurs, comme  les 
OGAs, bien qu’ils ne soient pas nécessaires à  la mise en place de défenses efficaces contre Botrytis 
cinerea chez A. thaliana (Galletti, et al. 2008). 
Simultanément  à  l’accumulation  des macromolécules  précédemment  décrites,  les  peroxydases 
pariétales  sont  induites.  Outre  leur  rôle  dans  la  synthèse  de  lignines  et  flavonols,  ces  enzymes 
participent aux pontages des lignines, HRGPs et PRPs avec les autres composés pariétaux (Bradley et 
al.  1992,  Deepak  et  al.  2007).  Ainsi,  la  paroi  possède  une  meilleure  résistance  à  la  pression 
mécanique qui s’exerce au niveau des appressoria lors de la pénétration de certains champignons, et 
aux dégradations des polymères pariétaux provoquées par  les enzymes sécrétées par  les parasites. 
Elle  est  aussi  moins  perméable ;  ainsi  elle  limite  efficacement  les  échanges  avec  les  agents 
pathogènes,  notamment  la  diffusion  des  toxines  produites  par  les  agents  pathogènes  et  des 
nutriments de la plante vers le parasite. 
Tout ce processus de renforcement localisé de la paroi végétale naît d’une réorganisation précoce 
du  cytosquelette  et  des  organites  cellulaires  (Takemoto  and Hardham  2004).  Chez A.  thaliana,  le 
mouvement  des  filaments  d’actine,  du  réticulum  endoplasmique  et  de  l’appareil  de Golgi  vers  le 
point d’infection par des oomycètes a été mis en évidence en utilisant des fusions GFP (Takemoto et 
al. 2003).  La  formation de  ces  agrégats  cytoplasmiques est  souvent  associée  à  la  résistance de  la 
plante. Par exemple,  l’accumulation d’actine est plus  importante  chez  les plantes de  lin  et d’orge 
résistantes aux champignons responsables de  la rouille que chez  les plantes sensibles (Kobayashi et 
al. 1994). Toutefois,  cette  corrélation entre  la quantité d’actine accumulée à proximité du  site de 
pénétration et le degré de résistance n’a pas été observée dans d’autres pathosystèmes (Skalamera 
and  Heath  1998,  Takemoto,  et  al.  2003).  Récemment,  il  a  été montré  que  cette  réorganisation 
cellulaire  pouvait  être  stimulée  par  une  simple  pression  mécanique  comme  celle  associée  à  la 
présence d’une  spore  (Hardham  et  al.  2008).  La  spécificité  de  réponse dépendrait davantage des 
matériels accumulés au sein des appositions pariétales formées par la suite, et plus particulièrement 
des molécules antimicrobiennes qu’elles renferment (Hardham et al. 2007). 
 
IV‐3‐ L’accumulation de composés antimicrobiens. 
 
L’activation  des  défenses  aboutit  à  la  synthèse  de  composés  anti‐microbiens  classés  en  deux 
grands groupes : les protéines PR (Pathogenesis‐Related) et les phytoalexines. 
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TableauI1‐2‐ Les différentes familles de protéines PR, d’après Van Loon et al, 2006 ; Sels et al, 2008. 
 
Famille  Membre type  Fonctions  Cible 
PR‐1  Tobacco PR‐1a  antifongique  ? 
PR‐2  Tobacco PR‐2  β‐1,3‐glucanase  Β‐1,3‐glucane 
PR‐3  Tobacco P, Q  chitinase type I,II, 
IV,V,VI,VII  chitine 
PR‐4  Tobacco 'R'  chitinase type I,II  chitine 
PR‐5  Tobacco S  thaumatin‐like  membrane 
PR‐6  Tomato Inhibitor I  Inhibiteur de protéase  n.d. 
PR‐7  Tomato P69  endoproteinase  n.d. 
PR‐8  Cucumber chitinase  chitinase type III  chitine 
PR‐9  Tobacco 'lignin‐
forming peroxidase'  peroxidase  n.d. 
PR‐10  Parsley 'PR1'  'ribonuclease‐like'  n.d. 
PR‐11  Tobacco 'class V' 
chitinase  chitinase, type I  chitine 
PR‐12  Radish Rs‐AFP3  defensine  membrane 
PR‐13  Arabidopsis THI2.1  thionine  membrane 
PR‐14  Barley LTP4  Protéine de transfert de 
lipide  membrane 
PR‐15  Barley OxOa  oxalate oxidase  n.d. 
PR‐16  Barley OxOLP  'oxalate oxidase‐like'  n.d. 
PR‐17  Tobacco PRp27  inconnue  n.d. 
  n.d. : non déterminée 
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IV‐3‐1‐ Les protéines PR. 
 
Les protéines PR  sont absentes ou présentes en  très  faible quantité dans  les  tissus des plantes 
saines  et  s’accumulent  en  grande  quantité  après  leur  infection  par  un  agent  pathogène  ou 
l’application d’éliciteur (Aziz et al. 2003, van Loon et al. 2006). La production de ces protéines intra‐ 
ou extracellulaires est induite plus rapidement et plus fortement lors d’une interaction incompatible 
que lors d’une interaction compatible. 
 
De  très  nombreuses  protéines  PR  ont  été  identifiées  chez  les  dicotylédones  et  les 
monocotylédones.  Initialement  classées  selon  leur masse molaire,  leur  point  isoélectrique  et  leur 
fonction biologique  (Stintzi  et al. 1993),  les protéines PR  sont maintenant  classées  en 17  familles 
grâce à  leur séquence protéique,  leur relation sérologique et  leur fonction biologique (TableauI1‐2) 
(Sels et al. 2008, van Loon et al. 1998 , van Loon, et al. 2006). Le mode d’action de la majorité d’entre 
elles est connu. Les chitinases de nature acide ou basique  (PR‐3, PR‐4, PR‐8 et PR‐11) et  les β‐1,3‐
glucanases  (PR‐2)  possèdent  une  activité  enzymatique  capable  de  dégrader  les  parois  d’agents 
pathogènes fongiques et bactériens (Liu et al. 2009, Yi and Hwang 1997). Les défensines  (PR‐12) et 
les  thionines  (PR‐13)  agissent  aussi  sur  les  parois  des  agents  pathogènes  en  les  perméabilisant 
(Thevissen  et  al.  2003,  Thevissen  et  al.  1996).  Les  PR‐6  et  PR‐7  inhibent  l’activité  des  protéases 
sécrétées par de nombreux agents pathogènes dont les champignons et les insectes (Ryan 1990, Sels, 
et  al.  2008).  Quant  aux  peroxydases  (PR‐9)  et  aux  oxalate‐oxydases  (PR‐15  et  PR‐16),  elles  sont 
associées  au  stress  oxydant  et  pourraient  être  impliquées  dans  la  réticulation  des  parois  et  la 
transduction du signal (Dumas et al. 1995, Hiraga et al. 2001, Hu et al. 2003). 
Les protéines PR peuvent aussi être classées en fonction des voies de signalisation auxquelles elles 
sont associées. En effet, chez A. thaliana,  la production des PR‐3, PR‐4 et PR‐12 dépend de EIN2 et 
donc des voies de signalisation dépendantes de  l’ET et du JA. A  l’inverse,  l’expression des protéines 
PR‐1, PR‐2 et PR‐5 dépend de NPR1, régulateur positif de la voie de signalisation du SA (Thomma et 
al.  1999,  Thomma  et  al.  2001). Ainsi,  le  groupe  et  la  nature,  acide  ou  basique,  des  protéines  PR 
produites dépendent du type d’agent pathogène rencontré par la plante.  
 
IV‐3‐2‐ Les phytoalexines. 
 
Les phytoalexines sont des métabolites secondaires de faible poids moléculaire qui possèdent une 
activité  antimicrobienne  (Hammerschmidt 1999, Kuc  and Rush 1985).  Synthétisées  rapidement en 
grande quantité autour du site d’infection, elles empêchent la progression de l’invasion. Plus de 350 
phytoalexines ont été isolées et caractérisées à partir d’une trentaine de familles botaniques. Alors  
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FigI1‐14‐ Voie de  synthèse des  flavonoïdes, d’après Farag et al, 2008.  Les  structures moléculaires 
présentées ici sont celles des principaux flavonoïdes de Medicago truncatula, dont une phytoalexine 
nommée medicarpine.  Les enzymes participant à  cette voie  sont: CA4H,  cinnamate 4‐hydroxylase; 
CHI, chalcone isomerase; CHR, chalcone reductase; CHS, chalcone synthase; CM, chorismate mutase; 
F2H,  flavanone 2‐hydroxylase; HI4′OMT, 2,7,4′‐trihydroxyisoflavanone 4′‐O‐methyltransferase;  I2′H, 
isoflavone 2′‐hydroxylase; IFS; PAL; PHEA, prephenate deyhdratase. 
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que certaines se retrouvent dans plusieurs familles de végétaux, d’autres sont spécifiques comme les 
isoflavones et  les sesquiterpènes produites respectivement par  les Légumineuses et  les Solanacées. 
Le  rôle  essentiel  de  ces molécules  a  été montré  chez  A.  thaliana.  Le mutant  pad3  (phytoalexine 
deficient),  incapable de  synthétiser  la phytoalexine majeure appelée  camalexine, montre une plus 
grande  sensibilité  à  Alternaria  brassicicola  (Thomma,  et  al.  1999).  De  façon  concordante,  
l’expression constitutive d’un gène de synthèse du resvératrol chez le tabac et la luzerne a conduit à 
l’augmentation  de  la  résistance  contre  Botrytis  cinerea  et  Phoma  medicagenesis,  respectivement 
(Hain et al. 1993, Hipskind and Paiva 2000). Une même molécule, comme  la médicarpine chez M. 
truncatula  (FigI1‐14), peut être produite en  réponse à  l’attaque par divers agents pathogènes  tels 
Colletotrichum trifolii et Phoma medicagenis (Farag et al. 2008, Foster‐Hartnett et al. 2007, Kamphuis 
et  al.  2008,  O'Neill  et  al.  2003).  Cependant,  l’efficacité  des  phytoalexines  pour  contrôler  le 
développement parasitaire est controversée par certains  résultats. Par exemple,  l’accumulation de 
camalexine  est  plus  importante  chez  les  plantes  Col‐0  d’Arabidopsis  inoculées  par  une  souche 
virulente de H. parasitica que celles inoculées par une souche avirulente (Mert‐Turk et al. 2003). De 
même,  les  variabilités  génétiques  de  production  de  camalexine  chez  cette  plante  n’ont  pu  être 
reliées  aux  différences  de  résistance  vis‐à‐vis  de  deux  autres  agents  pathogènes,  Alternaria 
brassicicola  et  Peronospora  parasitica  (Kagan  and Hammerschmidt  2002, Mert‐Turk,  et  al.  2003). 
Certains  champignons  sont  même  capables  de  dégrader  les  phytoalexines  synthétisées  par  les 
plantes. Chez Fusarium solani f. sp. pisi, cette capacité, assurée par une protéine à cytochrome P450, 
contribue au pouvoir pathogène de ce parasite du pois  (Delserone et al. 1999, Hadwiger 2008). La 
virulence des souches est accrue lorsque leur capacité à dégrader la phytoalexine majeure du pois, la 
pisatine, augmente (VanEtten and Kistler 1988).   
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2nd  partie –  L’exploitation  de  l’immunité  pour  améliorer  la  résistance  des 
plantes aux parasites. 
 
Les  connaissances  de  l’immunité  végétale  acquises  ces  dernières  décennies  ont  permis  de 
développer  des  méthodes  phytosanitaires  alternatives  à  l’utilisation  des  produits 
phytopharmaceutiques. Ainsi, la stratégie consistant à sélectionner des variétés plus résistantes aux 
maladies  a  tiré parti de  la mise en évidence des  gènes  clés des  réponses de défense  tels que  les 
gènes  de  résistance  R,  et  les  gènes  codants  des  protéines  PR  et  des  enzymes  de  synthèse  des 
phytoalexines. Une autre stratégie, développée dans la partie suivante de l’exposé, vise à mimer une 
attaque  parasitaire  afin  d’activer  les mécanismes  de  l’immunité  et  ainsi  préparer  la  plante  à  se 
défendre. Une attaque parasitaire peut être mimée en traitant les plantes par des microorganismes 
non‐pathogènes ou par des molécules élicitrices d’origine végétale ou microbienne. 
 
I‐ L’utilisation d’organismes non‐pathogènes. 
 
Dés  les années 70, des souches hypovirulentes du virus de  la triztesa des citrus ont été utilisées 
avec succès par  les agriculteurs d’Amérique du Sud pour protéger ces plantes d’une future attaque 
par  ce  virus  en  les  pré‐inoculant  avec  ces  souches  (Muller  and  Costa  1972). Ainsi,  l’utilisation  de 
microorganismes pour protéger  les plantes  s’est effectuée bien avant  l’approfondissement de nos 
connaissances  de  l’immunité  végétale.  Aujourd’hui  les  principaux  organismes  utilisés  sont  des 
bactéries et des champignons. 
 
I‐1‐ Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes. 
 
Par  la  suite,  les  microorganismes  qui  ont  retenu  l’attention  des  scientifiques  ont  été  les 
rhizobactéries capables de promouvoir la croissance des plantes, aussi nommées PGPR (Plant Growth 
Promoting  Rhizobacteria)  (Kloepper  et  al.  1980).  Présentes  en  abondance  au  niveau  de  la 
rhizosphère, ces bactéries augmentent la productivité végétale en limitant les attaques parasitaires.  
 
I‐1‐1‐ Les PGPR, des bactéries de différentes espèces.  
 
 De nombreuses  rhizobactéries capables de protéger  les plantes d’attaques parasitaires ont été 
identifiées. Celles‐ci incluent des bactéries Gram+ du genre Bacillus, comme B. pumilus, B. subtilis et 
B. thuringiensis (Kloepper et al. 2004), ou des bactéries Gram‐ du genre Serratia (S. marcesens, S.  
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FigI2‐1‐  Induction  des  défenses  par  les  PGPR  (Plant  Growth  Promoting  Rhizobacteria),  d’après 
Jourdan et al 2008. (A) Les plantes reconnaissent les PGPR au niveau de la rhizosphère. Les réponses 
de défense de  la plante  sont alors  induites  localement.  (B) Puis, un  signal  systémique est émis et 
transporté dans l’ensemble des tissus de la plante, dont les parties aériennes. (C) En réponse à celui‐
ci, les réponses de défense sont induites plus rapidement dans les tissus foliaires lors d’une attaque 
parasitaire postérieure.   
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plymuthica)  et  Pseudomonas  (P.  fluorescens,  P.  putida,  P.  aeruginosa)  (Bakker  et  al.  2007).  Les 
réponses de défense  induites par  ces bactéries diminuent  significativement  l'impact des maladies 
causées  par  divers  parasites :  virus,  bactéries,  nématodes,  oomycètes,  champignons  racinaires  et 
aériens  (Jourdan  et  al.  2008,  van  Loon,  et  al.  1998).  Leur  efficacité,  bien  connue  chez  les 
dicotylédones, a aussi été observée chez le riz vis‐à‐vis de Magnaporthe grisea, élargissant ainsi leur 
spectre d’activité aux monocotylédones (De Vleesschauwer et al. 2006).  
 
I‐1‐2‐ Les rhizobactéries protègent les plantes en induisant leurs défenses.  
 
Initialement, l’efficacité protectrice observée en présence de rhizobactéries était associée à leurs 
effets néfastes sur  les autres microorganismes de  la rhizosphère. En effet, ces bactéries produisent 
des  antibiotiques  et  des  enzymes  hydrolytiques  (pectinases,  glucanases)  susceptibles  d’inhiber  le 
développement d’autres organismes. Outre ces effets directs, les PGPRs entrent aussi en compétition 
trophique  avec  les  autres  organismes  de  la  rhizosphère,  en  particulier  pour  le  fer  qu’elles  sont 
capables  de  piéger  grâce  la  production  de  sidérophores.  Cependant,  ces  mécanismes  ne 
permettaient pas d’expliquer  la protection  induite contre des agents pathogènes  foliaires. Dans ce 
cas, la présence des bactéries du sol est perçue par les plantes et induit la mise en place de réponses 
de défense dans  l’ensemble des tissus végétaux ; c’est  la résistance systémique  induite (ISR) décrite 
par  van  Loon  (FigI2‐1)  (van  Loon,  et al. 1998).  La mise en place de  l’ISR n’est pas  associée  à une 
activation  significative  des  réponses  de  défense  comme  cela  a  pu  être montré  pour  une  autre 
réponse systémique, la SAR, caractérisée par une accumulation de protéines PR et de phytoalexines. 
En effet,  l’élicitation d'Arabidopsis par P.  fluorescens WCS417 modifie  l’expression de  très peu de 
gènes  tant  au  niveau  racinaire  que  foliaire  (Verhagen  et  al.  2004).  Par  contre,  l’accumulation  de 
composés  antifongiques  chez  l’œillet  après  l'infection  par  F.  oxysporum  est  significativement  plus 
rapide lorsque les plantes ont été préalablement traitées par une souche de Pseudomonas (Van Peer 
et al. 1991). Ce résultat constitue la première mise en évidence du concept basé sur la mise en alerte 
des plantes ou potentialisation (ou priming). Cet état  induit n'est pas très perceptible d'un point de 
vue moléculaire. Il permet cependant à l'hôte végétal de mettre en place de manière plus rapide et 
plus violente les différentes réponses de défense et ainsi de répondre de manière plus efficace à une 
éventuelle agression  (Conrath et al. 2006). Ce mécanisme prépare  la plante à une  infection  future 
sans pour autant altérer ses ressources métaboliques et énergétiques (van Hulten et al. 2006). 
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TableauI2‐1‐  Les  différents  éliciteurs  identifiés  à  partir  de  PGPRs,  d’après Ongena  and  Thonart, 
2006. 
   éliciteur  microorganisme 
communs à des espèces pathogènes et aux PGPRs 
lipopolysaccharides  Xanthomonas, Pseudomonas, Sinorhizobium 
flagelline  Pseudomonas, Acidovorax 
isolés depuis les PGPRs 
pyoverdines  Pseudomonas fluorescens 
acide salicylique, pyrocheline  Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida 
dérivé de N‐acylbenzylamine   Pseudomonas putida 
2,4‐diacetylphloroglucinol  Pseudomonas fluorescens 
pyocyanine  Pseudomonas aeruginosa 
massetolide A  Pseudomonas fluorescens 
surfactine, fengycine  Bacillus subtilis 
butandiol  Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens 
   N‐acyl homoserine lactone  Serratia liquefaciens 
 
 
 
 
TableauI2‐2‐  Protections  induites  par  quelques  espèces  de  Trichoderma  contre  divers  agents 
pathogènes, d’après Harman et al, 2004. 
souche  plante  agent pathogène  Délai (a)  efficacité
T. virens G‐6, G6‐5 
et G‐11  riz  Rhizoctonia solani  4  78% 
T. harzianum T‐39  haricot 
Colletotrichum lindemuthianum 
10  42% 
Botrytis cinerea 
tomate  Botrytis cinerea  7  25‐100% 
T. harzianum T‐22 
T. atroviride P1  haricot 
Xanthomonas campestris pv. phaseolis  7‐10  54% 
Botrytis cinerea  7‐10  69% 
T. harzianum T‐22  tomate  Alternaria solani  90  80% 
maïs  Colletotrichum graminicola  14  44% 
T. harzianum T‐1  
T. virens T3  concombre  Virus de la mosaîque  7  0% 
T. harzianum NF‐9  riz  Magnaporthe grisea  14  34‐50% 
Xanthomonas campestris pv. oryzae 
T. harzianum NF‐9  poivron  Phytophthora capsici  9  40% 
T. asperellum T‐
203  concombre  Pseudomonas syringae pv. lachrymans  5  80% 
(a) délais entre l’inoculation par la souche de Trichoderma et celle de l’agent pathogène, en jours. 
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I‐1‐3‐ La perception des rhizobactéries par les plantes.  
 
Beaucoup  d'études  réalisées  durant  la  dernière  décennie  ont  permis  d'isoler  une  quantité 
toujours  croissante  de  rhizobactéries  capables  de  stimuler  l'ISR  chez  divers  hôtes.  Cependant,  les 
principes  actifs  responsables  de  l'activité  biologique  de  ces  souches  n'ont  été  que  rarement 
identifiés.  Aujourd'hui,  les  quelques  éliciteurs  connus  sont  classés  selon  trois  catégories :  les 
composants de la surface cellulaire, les métabolites régulés par le fer et les antibiotiques (TableauI2‐
1)  (Ongena  and Thonart 2006). Alors que  certains de  ces  composants,  tels que  la  flagelline et  les 
lipopolysaccharides,  ont  la  particularité  d’être  également  présents  chez  des  agents  pathogènes, 
d’autres  sont  spécifiques  aux  PRPGs.  Initialement  associés  à  des  effets  néfastes  sur  les  agents 
pathogènes,  des  études  plus  récentes  montrent  que  les  métabolites  régulés  par  le  fer  et  les 
antibiotiques  limitent  le  développement  des  parasites  en  induisant  les  réponses  de  défense  des 
plantes.  Par  exemple,  les  pyoverdines  produites  par  les  espèces  fluorescentes  de  Pseudomonas, 
molécules chélatrices du fer (Budzikiewicz 2004), induisent l'ISR chez l’arabette, le haricot, la tomate 
et l'eucalyptus (Höfte and Bakker 2007). Ces dernières années, des éliciteurs n’appartenant pas à ces 
trois classes ont aussi été isolés tels qu’un dérivé de N‐alkyl benzylamine (Ongena et al. 2005), les N‐
acyl‐L‐homosérine  lactones (Schuhegger et al. 2006), certains composés volatils et des  lipopeptides 
(Jourdan et al. 2009, Tran et al. 2007). Le grand nombre d’éliciteurs chez les rhizobactéries capables 
d’induire  l’ISR  rend  difficile  l’étude  du  rôle  de  chacun d’eux  ;  mais  en  contrepartie  il  garantit 
l’efficacité du système.  
 
I‐2‐ Les champignons telluriques et aériens. 
 
I‐2‐1‐ Les espèces fongiques capables de protéger les plantes.  
 
Outre les rhizobactéries, des effets bénéfiques sur le développement et la croissance des plantes 
ont été associés à la présence de champignons telluriques, comme les champignons mycorhiziens et 
les champignons opportunistes du genre Trichoderma (Lindsey and Baker 1967, Perrin 1985 ). Ainsi 
différentes  espèces  de  Trichoderma  protègent  les mono‐  et  dicotylédones  d’un  large  spectre  de 
parasites,  tels que virus, bactéries, oomycètes et champignons phytopathogènes  (TableauI2‐2). Les 
espèces du genre Trichoderma sont  les plus étudiées. Cependant, d’autres espèces  fongiques non‐
pathogènes des genres Fusarium, Rhizoctonia, Penicillium et Phoma permettent aussi de contrôler le 
développement de maladies végétales, et plus particulièrement celles dues aux espèces pathogènes 
des mêmes genres (Harman et al. 2004).  
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FigI2‐2‐  Induction des défenses par  les  champignons du genre Trichoderma, d’après Vargas et al 
2009.  Les  champignons  du  genre  Trichoderma  produisent  des molécules  perçues  par  les  plantes, 
aussi nommées éliciteurs. Parmi celles‐ci ont été identifiées des hydrophobines comme Sm1 chez T. 
virens, une protéine glycosilée (        ), et Epl1 chez T. atroviride, une protéine non glycosilée (     ( ). 
Reconnues  sous  leur  forme  monomérique  par  les  cellules  végétales  racinaires,  ces  protéines 
induisent la production d’espèces activées de l’oxygène (ROS), puis la mise en place de la résistance 
systémique induite (ISR). Elp1 est capable de former des dimères. Ces formes inhibent la perception 
des formes monomériques.    
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I‐2‐2‐ Les champignons Trichoderma sp. activent les défenses végétales.  
 
Comme pour  les PGPRs,  le mode d’action des Trichoderma  sp. a  longtemps été associé à  leurs 
effets néfastes  sur  les  agents pathogènes.  Puis dans  les  années  1990, de nombreux  résultats ont 
permis  de montrer  que  ces  champignons  étaient  capables  d’activer  les  réponses  de  défense  des 
plantes, et ainsi de les rendre plus résistantes aux agents pathogènes. Ils sont reconnus par la plante 
via différentes molécules : xylanases, homologues de protéines d’avirulence de Cladosporium fulvum 
(Harman, et al. 2004), mais aussi peptides non‐ribosomaux appelés peptaiboles, et protéines de  la 
famille des hydrophobines  (FigI2‐2)  (Djonovic et al. 2006, Viterbo et al. 2007). L’étude approfondie 
des hydrophobines  a permis de mettre  en  évidence  l’importance de  communications  réciproques 
entre les plantes et les champignons non‐pathogènes de la rhizosphère. Celles‐ci ont longtemps été 
suggérées  pour  expliquer  le  contrôle  fin  de  l’invasion  racinaire  qui  se  limite  aux  espaces 
intercellulaires  des  cellules  épidermiques.  En  effet,  la  production  de  l’hydrophobine  Sm1  de 
Trichoderma virens est régulée par la disponibilité en saccharose chez la plante hôte (Djonovic et al. 
2007,  Vargas  et  al.  2009)  et  la  quantité  de  Sm1  produite  contrôle  à  son  tour  les  effets  sur  le 
métabolisme de la plante. 
Des  études  de  transcriptome  et  de  protéome  montrent  que  l’inoculation  des  plantes  par 
Trichoderma  induit  de  nombreuses  réponses  de  défense  impliquant  les  systèmes  antioxydants,  la 
production  d’ET  et  la  synthèse  de métabolites  secondaires  de  la  famille  des  terpénoïdes  et  des 
isoprénoïdes ; parallèlement, elle stimule aussi le métabolisme primaire tel que la photosynthèse et 
le métabolisme des glucides (Alfano et al. 2007, Djonovic, et al. 2006, Djonovic, et al. 2007, Segarra 
et al. 2007, Shoresh and Harman 2008). De plus, les champignons du genre Trichoderma induisent la 
mise en place d’une résistance systémique chez les plantes très proche de l’ISR observée en réponse 
aux PGRPs puisqu’elle dépend de la voie de signalisation du JA. 
 
I‐3‐ L’utilisation agronomique de microorganismes vivants.  
 
L’ensemble  de  ces  résultats montre  que  ces microorganismes  sont  une  ressource  intéressante 
pour contrôler les maladies des plantes cultivées. Cependant, les premiers résultats obtenus à partir 
des essais réalisés au champ chez la fève contre Botrytis cinerea avec la souche Bacillus macerans BS 
153  étaient  très hétérogènes  alors que  les  essais  en  conditions  contrôlées  avaient donné de  très 
bons résultats (Sharga 1997). La différence a été expliquée par la faible compétitivité de cette souche 
vis‐à‐vis  de  la  flore  du  sol.  D’autres  essais  réalisés  avec  des  souches  sélectionnées  de  manière 
drastique montrent de meilleurs résultats  (Grosch et al. 2004). Aujourd’hui, certaines souches sont 
homologuées et commercialisées. Ainsi, la société Biophytech (France) propose une gamme de  
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produits  riches  en  spores d’une  souche de  Trichoderma harzianum. Ces produits polyvalents  sont 
utilisés  en  culture hors‐sol  et  en plein  champ pour  le maraîchage,  la  viticulture  et  l’arboriculture. 
Cependant, l’utilisation de ces microorganismes vivants est délicate et très réglementée. Bien qu’un 
certain nombre de produits  soit offert au marché nord américain,  la plupart d’entre eux n’est pas 
autorisé  en  France  et  en  Europe.  C’est  pourquoi,  les  entreprises  s’orientent  vers  la  production 
d’extrait à partir de ces microorganismes vivants. Par exemple, Biophytech commercialise aussi une 
gamme  de  produits  à  base  d’extraits  peptidiques  de  Trichoderma  harzianum  à  utiliser  en 
pulvérisation foliaire ou lors de l’arrosage par goutte‐à‐goutte.  
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FigI2‐3‐ L’acide salicylique et ses analogues. L’acide salicylique (SA) est une hormone végétale pour 
laquelle des analogues de synthèse existent comme l’INA (acide‐2,6‐dichloroisonicotinique) et le BTH 
(benzothiadiazole). 
 
 
 
 
FigI2‐4‐  Communication  entre  les  plantes  traitées  au  BTH.  Les  plantes  traitées  par  le  BTH  sont 
protégées contre certains agents pathogènes mais sont aussi affectées dans leur croissance. Celles‐ci 
émettent des composés organiques volatiles (VOC) perçus par  les plantes voisines, rendant celles‐ci 
aussi plus résistantes à certains agents pathogènes mais sans affecter leur croissance dans ce cas. 
   
BTH
VOC
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II‐ Le développement de molécules élicitrices. 
 
Les  réponses  de  défense  des  plantes  peuvent,  au  moins  partiellement,  être  induites  par 
l’utilisation de molécules d’origine végétale ou microbienne. Deux classes se distinguent en fonction 
du signal qu’elles miment lors d’une interaction avec un agent pathogène : les inducteurs chimiques 
des voies de signalisation, et les éliciteurs perçus par les plantes. 
 
II‐1‐ Les inducteurs chimiques des voies de signalisation. 
 
Les hormones impliquées dans la mise en place des réponses de défense, telles que le SA, le JA et 
l’ET,  peuvent  être  utilisées  pour  stimuler  les  réponses  immunitaires  et  protéger  les  plantes 
d’attaques  parasitaires.  
 
II‐1‐1‐ Le SA et ses analogues. 
 
Le  SA  et  ses  analogues  structuraux  que  sont  le  BTH  (benzothiadiazole)  et  l’INA    (acide  2,6‐
dichloroisonicotinique)  induisent  la  SAR  chez  les plantes  et  les protègent  contre différents  agents 
pathogènes (FigI2‐3). Le SA et l’INA possédant des effets phytotoxiques, les essais ont principalement 
portés sur  le BTH qui fut commercialisé dès 1996 sous  les noms Bion, Actigard et Boost. Le BTH est 
actif chez les mono‐ et les dicotylédones. Il les protège contre un large spectre de parasites (Beckers 
and  Conrath  2007).  Il  induit  l’expression  de  gènes  connus  pour  participer  à  la  SAR,  notamment 
codant des protéines PR, chez le tabac et l’arabette (Friedrich et al. 1996, Lawton et al. 1996). Chez la 
vigne,  le  BTH  induit  aussi  le métabolisme  secondaire  comme  la  production  d’anthocyanes  et  de 
stilbènes (Iriti et al. 2004). Toutefois, les études du protéome de Rubus arcticus et du métabome d’A. 
thaliana en  réponse au BTH montrent que  ce  composé n’induit pas  suffisamment  le métabolisme 
secondaire  pour  protéger  la  plante  d’une  attaque  parasitaire  (Hein,  et  al.  2009, Hukkanen  et  al. 
2008). Dernièrement, Yi et ses collaborateurs ont observé que des plantes de haricot de Lima étaient 
plus résistantes à Pseudomonas syringae pv. syringae lorsqu’elles étaient cultivées à côté de plantes 
de la même espèce traitées au BTH (Yi et al. 2009). En fait, la mise en place de la SAR en réponse au 
BTH conduit à  la production de composés organiques volatils  (VCO) qui sont perçus par  les plantes 
voisines et potentialisent leurs réponses de défense (FigI2‐4). Dans ce cas, les effets néfastes du BTH 
sur  la  croissance végétale, dus au  coût énergétique que  représentent  l’activation des  réponses de 
défense et l’inhibition du métabolisme primaire, ne sont pas observés. 
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II‐1‐2‐ L’éthephon et le MeJA. 
 
L’éthephon et  le MeJA sont également des molécules stimulatrices de défense. Chez  la vigne,  le 
MeJA et l’éthephon activent la production de chitinases, de glucanases, d’inhibiteurs de protéase et 
de métabolites  secondaires  comme  les phenylpropanoïdes et  les  stilbènes,  rendant ainsi  la plante 
plus résistance à Erysiphe necator (Belhadj et al. 2006, Belhadj et al. 2008). De plus, le MeJA induit la 
production  de  VCOs  tel  que  cela  a  été  observé  en  réponse  au  BTH  (Tamogami  et  al.  2008). 
L’ethephon  et  le  MeJA,  n’agissent  pas  directement  sur  le  métabolisme  des  plantes.  Ils  sont 
métabolisés  en  ET  pour  l’ethephon  et  en  JA  et  JA‐Ile  pour  le  MeJA.  Ces  produits  sont  des 
phytohormones  qui  induisent  les  réponses  de  défense  dépendantes  des  voies  de  signalisation 
qu’elles contrôlent. L’efficacité protectrice du JA chez  le tabac et  la vigne vis‐à‐vis de Phytophthora 
parasitica  et Botrytis  cinerea,  respectivement,  a  été  améliorée  en  associant  cette hormone  à une 
protéine de transfert de lipide (LTP) (Buhot et al. 2004, Girault et al. 2008). Le complexe formé, LTP‐
JA, est reconnu par un récepteur membranaire, préalablement identifié comme étant le récepteur à 
de  petites  protéines  riches  en  cystéines  produites  par  les  oomycètes  du  genre  Phytophthora  et 
Pythium appelées élicitines. Les auteurs proposent que lors des attaques parasitaires qui induisent la 
production  de  LTP  et  de  JA,  ces  deux molécules  interagissent  pour  amplifier  la  stimulation  des 
réponses de défense. 
Le MeJA n’est pas  commercialisé  car  l’activation de  la  voie  de  signalisation  dépendante  du  JA 
réduit  le  développement  des  plantes,  notamment  la  production  de  graines  chez  le  riz  (Kim  et  al. 
2009),  et  accélèrent  la  sénescence des plantes. Quant‘  à  l’éthephon,  celui‐ci  est disponible  sur  le 
marché non pour stimuler les réponses de défense des plantes mais pour réguler leur croissance, et 
d’autres évènements tels que la maturation des fruits climatériques.  
 
II‐2‐ Les éliciteurs pour mimer une attaque parasitaire. 
 
La capacité d’induire les réponses de défense en mimant la présence d’un agent pathogène a été 
montrée lorsqu’il a été découvert que l’application d’extraits de paroi d’un oomycète, Phytophthora 
sojae, conduisait à  l’activation des réponses de défense du soja. Ce résultat a permis de mettre en 
lumière  le  fait que  les plantes  sont  capables de percevoir  comme  « non‐soi » non  seulement  des 
agents pathogènes, mais aussi des extraits de ces derniers. Les molécules présentes dans ces extraits 
ou  provenant  d’autres  sources,  qui  sont  perçues  par  les  plantes  et  induisent  des  réponses  de 
défense,  sont  aussi  nommées  éliciteurs  comme  déjà  décrit  dans  la  première  partie.  Parmi  ces 
biomolécules, on envisagera plus spécialement celles qui sont actuellement commercialisées.  
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FigI2‐5‐ Structure des principaux éliciteurs glucidiques. l’hepta‐β‐glucane, isolé de Phytophthora, est 
un  oligomère  de  β‐D‐glucose  associés  par  des  liaisons  1,6,  sur  la  chaine  linéaire,  et  1,3,  pour  les 
ramifications.  La  chitine  est un polymère  1,4 de  β‐D‐Nacétylglucosamine.  Les oligogalacturonates, 
issus des pectines, sont des polymères 1,4 d'α‐D‐ acide galacturonique. Les cellodextrines, issues de 
la dégradation de la cellulose, sont des oligomères 1,4 de β‐D‐glucose.  
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II‐2‐1‐ Les éliciteurs protéiques et glucidiques. 
 
Une  classe  importante  d’éliciteurs  regroupe  des  molécules  protéiques :  la  flagelline,  la 
cryptogéine,  la  harpine,  les  cellulases,  CBEL.  L’activité  élicitrice  de  certaines  d’entres  elle  a  été 
largement décrite dans  la  littérature  aboutissant même  à  leur  commercialisation. Par  exemple,  la 
harpine est un puissant éliciteur très stable  isolé de  la bactérie Erwinia amylovora, commercialisée 
depuis 1992 sous le nom de Messenger® aux Etats‐Unis, puis autorisée au Mexique, en Chine et dans 
quelques pays européens sur de nombreuses cultures en maraîchage, horticulture, arboriculture et 
même  sur  les  gazons  (http://www.gchydro.com/Eden+Bioscience%AE++Messenger%AE.html). 
Comme signalé précédemment, des extraits de Trichoderma  riches en cellulases sont aussi vendus 
sous différentes formes pour leurs effets bénéfiques sur la santé des plantes. 
Une autre classe d’éliciteurs réunit les molécules glucidiques et leurs dérivés. Ces molécules sont 
les constituants majeurs des  interfaces mises en contact  lors des  interactions plante/parasite. Ainsi, 
les réponses de défense des plantes sont induites par  les β‐glucanes des parois d’oomycètes (Ayers 
et al. 1976, Hahn and Albersheim 1978, Sharp et al. 1984),  les oligomères de chitine et de chitosan 
issus  des  parois  fongiques  et  de  la  cuticule  des  insectes,  les  oligogalacturonates  et  cellodextrines 
relargués suite à l’attaque des parois des cellules végétales par les enzymes microbiennes, ainsi que 
par  les dérivés glucidiques que sont  les peptidoglycanes et  les  lipopolysaccharides présents au sein 
des parois bactériennes. Parmi ces éliciteurs, seul le chitosan est homologué et constitue le principe 
actif  d’un  produit  commercialisé  en  Amérique  du  Nord,  Elexa4,  utilisé  pour  contrôler  le 
développement des oïdiums de la vigne, des rosiers et des fraisiers (Glycogenesys Inc, Boston, USA). 
Le  chitosan  est  un  polymère  linéaire  composé  de  résidus  de  β‐D‐glucosamine  associés  par  des 
liaisons 1,4, présent dans  la paroi de nombreux champignons  (FigI2‐5), mais  fabriqué à partir de  la 
cuticule de crustacé, ressource riche en chitine. Les OGAs, homopolymères en liaison 1,4 d'acide α‐D‐
galacturonique issus le plus souvent de la digestion des composés de la lamelle pectique, activent  de 
nombreuses réponses de défense et protègent aussi  la vigne contre Botrytis cinerea.  Ils pourraient 
être fabriqués à partir des pectines qui sont des sous‐produits de l’industrie agroalimentaire telle que 
celle produisant les jus de fruits. 
Enfin,  les  algues  constituent  une  autre  source  de  polysaccharides  originaux  dont  certains  sont 
reconnus par les plantes comme du « non‐soi » ; ainsi en est‐il de la laminarine, des fucanes sulfatés 
et des carraghénanes. La laminarine est un β‐(1,3)‐D‐glucane de réserve des algues brunes du genre 
Laminaria. Elle active  les  réponses de défense de  la vigne et  la protège  contre Botrytis  cinerea et 
Plasmopara viticola (Aziz, et al. 2003, Klarzynski et al. 2003). Elle est aujourd’hui commercialisée sous 
le nom d’Iodus2 par la société Goémar. Les fucanes sont aussi des sucres extraits d’algues brunes qui 
composent la matrice des parois cellulaires. Ils sont formés de L‐fucoses, ose dérivé du galactose  
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FigI2‐6‐ Structure des principaux éliciteurs glucidiques issus des algues. La laminarine et les fucanes 
sulfatés sont des polysaccharides d’algues brunes. La laminarine est constituée d’une chaine linéaire 
de glucose associé par des liaisons β‐(1,3), alors que les fucanes sulfatés sont des enchaînements de 
de L‐fucoses sulfatés  liés par des  liaisons α‐(1,2) et α‐(1,3) alternativement. Les carraghénanes sont 
des  sucres  d’algues  rouges  plus  complexes.  Les  molécules  de  galactose,  sulfatées  ou  non,  sont 
associées alternativement par des liaisons  α‐(1,3) et β‐(1,4). 
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fucanes sulfatés
Κ‐carraghénanes
 85 
 
ayant perdu une fonction hydroxyle, associés en alternance par des liaisons α‐(1,2) et α‐(1,3) (FigI2‐
6). Appliqués sur des plantes de tabac, ils induisent des réponses de défense efficaces contre le TMV 
(Mercier et al. 2001). Enfin, les carraghénanes sont des polysaccharides plus complexes du fait qu’ils 
sont  formés  d’oses  associés  par  divers  types  de  liaisons  osidiques.  Ce  sont  des  polysaccharides 
d’algues  rouges  formés de galactoses associées alternativement par des  liaisons  β‐(1,4) et  α‐(1,3). 
Ces molécules, plus ou moins sulfatées en position 4 et 6,  induisent aussi des réponses de défense 
chez le tabac (Klarzynski, et al. 2003). Toutefois, les fucanes sulfatés et les carraghénanes ne sont pas 
commercialisés à des fins agricoles. 
 
II‐2‐2‐ Le mode d’action des éliciteurs glucidiques commercialisés. 
 
Comme  lors  des  interactions  plante/agent  pathogène,  l’activation  de  l’immunité  végétale  en 
réponse aux éliciteurs glucidiques,  laminarine et chitosan,  implique  leur perception,  la transduction 
du signal via  l’induction précoce et tardive de différentes voies de signalisation et  la mise en place 
des réponses de défense.  
 
II‐2‐2‐1‐ Le mode d’action de la laminarine. 
 
Généralement,  les molécules élicitrices ne sont pas perçues dans  leur ensemble mais seulement 
par un motif constitutif. A partir de la laminarine, on a ainsi identifié un enchaînement linéaire de 5 
molécules de D‐glucoses associée par des liaisons  β‐(1,3). Bien qu’aucun récepteur n’ait été identifié, 
l’activité de  la  laminarine a été mesurée sur différentes plantes. Ainsi, elle  induit chez des cultures 
cellulaires  de  tabac  et  de  vigne  des  réponses  précoces  comme  l’alcalinisation  du  milieu 
extracellulaire,  la production H2O2 et  l’activation de kinases (Aziz, et al. 2003, Klarzynski et al. 2000, 
Menard et al. 2004, Mercier, et al. 2001), de même que des réponses plus tardives, dont les voies de 
signalisation  hormonales.  L’ajout  de  laminarine  à  des  cultures  cellulaires  de  tabac  provoque  une 
production  de  SA  (Klarzynski,  et  al.  2000)  et  induit  PDF1.2  chez  A.  thaliana  via  la  voie  de  l’ET 
(Menard,  et  al.  2004).  Il  faut  noter  qu’elle  ne  provoque  pas  de  HR,  ni  plus  largement  de mort 
cellulaire,  chez  les  plantes,  bien  qu’elle  induise  la  production  de  ROS  (Klarzynski,  et  al.  2003, 
Klarzynski, et al. 2000, Lecourieux, et al. 2002). La laminarine induit l’expression de gènes codant des 
enzymes  impliquées  dans  les  voies  de  synthèse  de  phytoalexines,  telles  que  la  phénylalanine 
ammonialyase et la stilbène synthase, et des protéines PR des classes 1 à 5. Il s’ensuit l’accumulation 
de  ces  protéines  et  l’augmentation  des  activités  enzymatiques  correspondantes,  notamment 
chitinase et glucanase essentielles pour dégrader les parois de parasites. Cependant, seules les  
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protéines PR de nature basique sont accumulées dans  l’ensemble des expériences réalisées chez  le 
tabac et la vigne.  
 
II‐2‐2‐2‐ Le mode d’action du chitosan. 
 
Le  chitosan,  dérivé  dé‐acétylé  de  la  chitine,  semble  aujourd’hui  perçu  par  un  récepteur,  qui 
pourrait  être  identique  à  celui  de  la  chitine  (Iriti  and  Faoro  2009) ;  il  n’agirait  pas  sur  l’intégrité 
pariétale  comme  cela  avait  été  suggéré  suite  à  l’observation  de  sa  capacité  d’interagir  avec  des 
molécules polycationiques (Kauss 1985, Young et al. 1982). L’hypothèse d’un récepteur est renforcée 
par le fait que l’application de chitosan induit un flux d’H+ qui n’est pas observé lors qu’une seconde 
application si celle‐ci n’est pas suffisamment espacée dans le temps de la première (Amborabe et al. 
2008). Parmi les évènements qu’il induit chez Arabidopsis, on remarque la production de JA (Doares 
et al. 1995, Leitner et al. 2008), aboutissant à la mise en place des défenses tels que la synthèse de 
composés antimicrobiens  (Aziz, et al. 2003) et  le  renforcement de  la paroi  cellulaire par dépôt de 
callose (Denoux et al. 2008, Iriti and Faoro 2008, Iriti, et al. 2006, Trouvelot et al. 2008). Cependant, 
ce  n’est  pas  ce  dépôt  de  callose  qui  est  requis  pour  la  défense  efficace  du  tabac  contre  le  TNV 
(Galletti, et al. 2008), mais plutôt les micro‐lésions de type HR qu’il induit sur les feuilles traitées (Iriti 
and Faoro 2008,  Iriti, et al. 2006). Un  tel effet nécrosant n’avait  jamais été observé auparavant en 
réponse à un éliciteur glucidique. L’utilisation des nouveaux outils de biologie moléculaire, et plus 
particulièrement  ceux  dédiés  à  l’étude  du  transcriptome,  permet  d’accéder  à  l’expression  de 
l’ensemble des gènes. Conformément aux attentes, l’étude réalisée avec le chitosan montre que cet 
éliciteur  induit  l’expression de gènes associés aux réponses de défense, au métabolisme secondaire 
et à  la transduction des signaux  (Ferrari et al. 2007, Ramonell et al. 2005, Yin et al. 2006). De plus, 
cette molécule affecte aussi le métabolisme primaire. Ainsi, 18% des gènes surexprimés chez le colza 
ont des fonctions associées à ce métabolisme. L’induction de ces gènes peut être reliée aux besoins 
énergétiques des plantes pour mettre en place  les  réponses de défense. L’utilisation des éliciteurs 
peut  avoir  des  effets  néfastes  sur  la  croissance  et  le  développement  des  plantes  (Creelman  and 
Mullet 1997). 
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FigI2‐7‐ Effet potentialisation des défenses du BABA (β‐aminobutyric acid), d’après Hamiduzzaman 
et al, 2005. Le  traitement des plantes de vigne par  le BABA n’induit pas  l’expression des gènes de 
défense PR‐1, PR‐4 et LOX‐9. Par contre, l’expression de ces gènes est fortement induite lorsque ces 
plantes  traitées  au  BABA  sont  inoculées  par  Plasmopara  viticola,  ce  qui  n’est  pas  le  cas  chez  les 
plantes non traitées au BABA (C).   
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III‐ Les autres composés chimiques et extraits naturels inducteurs des défenses 
végétales. 
 
Par  comparaison  aux  molécules  décrites  ci‐dessus,  d’autres  composés  chimiques  et  extraits 
naturels,  dont  certains  sont  aujourd’hui  commercialisés,  ont  été  identifiés  pour  leur  capacité  à 
induire des  réponses de défense chez  les plantes et  les protéger d’attaques parasitaires sans pour 
autant connaître le principe actif et/ou leur mode d’action. 
 
III‐1‐ Les composés chimiques 
 
III‐1‐1‐ L’ acide β‐amino‐butyrique. 
 
L’acide β‐amino‐butyrique (BABA) est un acide aminé non protéique qui protège de nombreuses 
plantes vis‐à‐vis de divers parasites (Cohen et al. 2002).  Il n’induit pas directement  les réponses de 
défense des plantes, mais les potentialise, les défenses n’étant réellement stimulées que lorsque les 
plantes traitées au BABA sont attaquées par un agent pathogène (FigI2‐7). L’induction est alors plus 
rapide et plus forte (Conrath et al. 2002). L’application de BABA à des plantes d’A. thaliana accélère 
et intensifie la formation de papille de callose en réponse à Hyaloperonospora parasitica (Zimmerli et 
al. 2000). Outre le dépôt de callose, le BABA favoriserait, dans certains cas, la mise en place de la HR 
(Flors, et al. 2008, Hamiduzzaman et al. 2005, Ton and Mauch‐Mani 2004, Zimmerli,  et al. 2000). 
Cependant  le mode d’action du BABA, et plus particulièrement les voies de signalisation  impliquées 
dans  la  potentialisation  des  réponses  de  défense,  sont  encore  très  peu  connus.  Alors  que  la 
protection contre Hyaloperonospora parasitica ne requiert pas les voies de signalisation dépendantes 
du  SA,  du  JA  et  de  l’ET  (Zimmerli,  et  al.  2000),  la  protection  contre  Pseudomonas  syringae  et 
Plasmopara viticola nécessite respectivement  les voies de signalisation dépendantes du SA et du JA 
(Hamiduzzaman, et al. 2005, Ton and Mauch‐Mani 2004). Dans certains cas,  la mise en place de  la 
protection dépend encore d’une autre voie de  signalisation hormonale  impliquant  l’ABA  (Ton and 
Mauch‐Mani 2004). 
L’usage  agronomique de  cette molécule  chimique pourrait être beaucoup plus  intéressant que 
celui  des  hormones  et  de  leurs  analogues.  Comme  elle  potentialise  seulement  les  réponses  de 
défense, elle représente un faible coût énergétique pour la plante et n’affecte pas sa croissance.  
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FigI2‐8‐ Mode d’action du fosétyl d’aluminium. Le fosétyl d’aluminium appliqué sur  les plantes est 
très  rapidement  dissocié  en  aluminium  et  éthyl‐phosphite.  Le  premier,  présent  à  la  surface  de  la 
feuille, a une action antifongique. Le second, pénètre progressivement dans les tissus, où il induit les 
réponses de défense. 
(http://alasantedelavigne.bayercropscience.fr/actualites/phosphites‐phosphates.php) 
   
activité fongicide
activité élicitrice
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III‐1‐2‐ L‘acide phosphoreux et le fosétyl d’aluminium. 
 
Les  formes  réduites  du  phosphore,  aussi  appelées  phosphites,  produites  par  la  chimie  de 
synthèse, possèdent de nombreuses  activités biologiques  telles que des propriétés  insecticides  et 
fongicides.  Toutefois,  par  comparaison  au  phosphate,  elles  ne  présentent  pas  de  propriétés 
fertilisantes, bien que  cela  soit  revendiqué pour de nombreux produits  commercialisés  à base de 
phosphite de potassium (Thao and Yamakawa 2009). Leur activité dépend de leur composition et de 
l’ion métal auquel ils sont associés. Ainsi, seul l’acide phosphoreux et le fosétyl d’aluminium (Fosétyl‐
Al) possèdent des activités antifongiques. L’acide phosphoreux pénètre rapidement au sein des tissus 
végétaux,  alors  que  le  fosétyl‐Al  subit  une  hydrolyse  à  l’origine  d’un  relargage  progressif  d’éthyl‐
phosphite qui pénètre au  fur et à mesure dans  la plante, et d’aluminium qui  reste à  l’extérieur du 
végétal (FigI2‐8). L’aluminium et l’acide phosphoreux, issu de la métabolisation de l’éthyl‐phosphite, 
possèdent  une  action  fongicide  directe  et  inhibent  le  développement  d’oomycètes,  tels  que 
Phytophthora  palmivora  (Grant  et  al.  1992,  Smillie  et  al.  1989).  Toutefois,  bien  que  cela  ait  été 
longtemps discuté,  une  autre  partie  non négligeable de  l’action du  fosétyl‐Al  est  due  à  l’effet de 
l’éthyl‐phosphite  en  tant  qu’activateur  et  potentialisateur  des  défenses  végétales.  Tout  d’abord, 
l’application de  fosétyl‐Al  induit  la production de phytoalexine et de protéine PR  chez différentes 
plantes  telles que  le  tabac et  la vigne  (Nemestothy and Guest 1990). De plus,  l’effet de protection 
induit par  le  fosétyl‐Al est compromis chez  les mutants d’A. thaliana, NahG et nim1,  incapables de 
mettre en place les réponses de défense dépendantes du SA, mais pas chez les mutants affectés dans 
les voies de signalisation du JA, jar1, et de  l’ET, ein2 et efr (Molina et al. 1998). Malgré ces travaux, 
les mécanismes d’action du fosétyl‐Al ne sont pas élucidés à ce jour. 
Le  fosétyl‐Al,  ainsi  que  d’autres  phosphites  comme  les  phosphites  de  potassium,  sont 
particulièrement efficaces contre  les maladies causées par des oomycètes, notamment  les espèces 
phytopathogènes du genre Phytophthora (Jackson et al. 2000, Jee et al. 2002, Nemestothy and Guest 
1990, Thao and Yamakawa 2009). Le  fosétyl‐Al, qui possède une action directe et  indirecte sur  les 
agents  pathogènes,  est  commercialisé  comme  fongicide  sous  le  nom  Aliette  (Bayer  Cropscience, 
Allemagne)  et  les  produits  à  base  de  phosphites  de  potassium,  tels  que  Trafos  line  (Tradecorp, 
Espagne) sont commercialisés en tant que stimulateurs des défenses.    
 
III‐2‐ Les extraits naturels non purifiés. 
 
Le principe actif et le mode d’action de la majorité des extraits naturels, pour lesquels une activité 
protectrice vis‐à‐vis de certaines maladies végétales a été obtenue empiriquement, ne sont pas  
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caractérisés. Ces produits sont aujourd’hui commercialisés en tant que stimulateurs des défenses des 
plantes (SDN) ou préparation naturelle peu préoccupante (PNPP).   
 
III‐2‐1‐ Les extraits naturels stimulateurs des défenses. 
 
Deux extraits naturels sont aujourd’hui commercialisés sans que leur principe actif soit déterminé, 
le  Milsana  (Western  farm  service,  USA)  et  le  Stifénia  (SOFT  A.D.I.R.H,  France).  Il  s’agit, 
respectivement,  d’extraits  de  feuilles  de  renouée  de  Sakhaline  (Reynoutria  sachalinensis)  et  de 
graines de  fenugrec  (Trigonella  foenum‐graecum). D’après des essais de protection,  le Milsana est 
efficace contre  l’oïdium chez différentes plantes comme  le concombre,  la  tomate,  le bégonia et  le 
pommier  (Konstantinidou‐doltisinis  et  al.  2006), dans  lesquelles  il  induit des  réponses de défense 
telles  que  la  production  de  β‐1,3‐glucanases,  de  phytoalexines  (Fofana  et  al.  2005,  Herger  and 
Klingauf  1990).  Quant  au  Stifénia,  il  est  homologué  chez  la  vigne  contre  l’oïdium  depuis  2008. 
Cependant,  une  étude montre  qu’il  est  aussi  efficace  contre  des  champignons  et  des  bactéries 
phytopathogènes des genres Fusarium et Pseudomonas chez le concombre et l’arabette. Cet extrait 
potentialiserait certaines réponses de défense comme  l’activité peroxydase et  la production de SA. 
Des études sont en cours pour préciser son mode d’action et identifier le principe actif. 
 
III‐2‐2‐ Les préparations naturelles peu préoccupantes. 
 
Les  préparations  naturelles  peu  préoccupantes  (PNPP)  peuvent  être  définies  comme  des 
préparations phytopharmaceutiques élaborées à partir de végétaux ou d’autres éléments naturels 
non génétiquement modifiés et obtenues par un procédé  traditionnel et non  industriel, en accord 
avec  le  groupe  de  travail  réuni  pour  rédiger  l’amendement  de  la  loi  sur  l’eau  et  les  milieux 
aquatiques.  Aujourd’hui  l’utilisation  des  PNPPs  n’est  pas  autorisée  en  France  contrairement  à 
d’autres pays européens  (Allemagne, Espagne,  Italie).  Les PNPPs  sont généralement des purins de 
plantes,  tels  que  ceux  produits  à  partir  d’ortie,  de  prêle,  de  consoude,  de  fougère  ou  encore 
d’achillée. Les PNPPs sont, en majorité, des insecticides naturels (Thacker et al. 2002). Le purin brut 
ou  fermenté  d’ortie  permet  de  limiter  les  dégâts  causés  par  les  pucerons  Hyalopterus  pruni  et 
Cryptomyzus  ribis  (Gaspari  et  al.  2007).  Très  récemment,  certains  composés  responsables  des 
activités  insecticides  d’extrait  de  margousier  (Azadirachta  indica)  ont  été  identifiés  par 
chromatographie :  il s’agit d’azadirachtin, de nimonol et d’expoxyazdirodione, mais de telles études 
sont encore très rares (Moslem and El‐Kholie 2009). Certains extraits possèdent aussi des propriétés 
antifongiques. Des extraits produits à partir des boutons floraux d’ortie, de coloquinte, de  jujubilier 
et de laurier rose, ainsi que des huiles essentielles, protègent contre des champignons tels que  
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Fusarium oxysporum, Fusarium  solani et Rhizoctonia  solani  (Hadizadeh et al. 2009,  Isman 2000).  Il 
semblerait  qu’ils  agissent  directement  sur  les  agents  pathogènes  et  non  pas  via  l’induction  des 
réponses de défense des plantes bien que  leur mode d’action et  les principes actifs ne  soient pas 
connus.  
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FigP‐1‐ Sites de marée verte en Bretagne. De très nombreux sites, plage et vasière, sont concernés 
par  les  marées  vertes  en  Bretagne.  Les  échouages  d’algues,  essentiellement  de  l’espèce  Ulva 
armoricana ont lieu tous les ans.  
(http://lepetitblanquiste.hautetfort.com/media/02/01/1850879329.JPG) 
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Problématique et Objectifs de thèse 
 
La stimulation des défenses des plantes par des produits d’origine naturelle est une alternative 
très intéressante à l’usage des produits phytopharmaceutiques afin de limiter les pertes engendrées 
par  les  maladies  et  les  ravageurs.  Cette  approche  présente  un  certain  nombre 
d’avantages techniques et environnementaux tels que son  large spectre d’efficacité, son écotoxicité 
réduite,  ainsi  que  l’absence  d’apparition  de  résistance.  Toutefois,  certains  aspects  restreignent 
encore  leur  développement  agronomique,  en  particulier  la  variabilité  de  leur  efficacité  en milieu 
naturel. Aujourd’hui, malgré l’avancement des connaissances, notre compréhension de la stimulation 
des défenses naturelles des plantes est encore partielle au plan fondamental et la caractérisation des 
molécules qui les induisent est souvent très insuffisante. Celle‐ci nécessite l’identification du principe 
actif, la caractérisation de son mode d’action et la détermination de ses applications. En l’état actuel 
de  la  législation,  l’identification  du  principe  actif  est  primordiale  pour  l’homologation  du  produit 
(directive 91/414/CEE). Elle permet aussi de standardiser sa production et d’étudier plus facilement 
son mode d’action, éléments essentiels à la compréhension de l’efficacité du produit, à la définition 
de  son  mode  d’utilisation  et  de  ses  applications  potentielles.  Mais  seuls  les  tests  réalisés  en 
conditions  naturelles  (pathosystèmes,  conditions  d’applications)  permettront  de  déterminer  leur 
intérêt agronomique. 
 
Les algues marines et  les extraits qui en sont  issus sont commercialisés et utilisés en agriculture 
pour accroître les rendements et la qualité des produits récoltés depuis de nombreuses années. Ces 
organismes renferment des molécules suffisamment différentes de celles des plantes terrestres pour 
être  reconnues  comme  « non‐soi »  par  ces  dernières.  Dans  la  seconde  partie  de  la  revue 
bibliographique  ont  été  présentées  les  capacités  élicitrices  de  défense  de  certaines  molécules 
d’algues  brunes  et  d’algues  rouges  telles  la  laminarine,  les  carraghénanes  et  les  fucanes  sulfatés 
(Mercier,  et  al.  2001).  Des  extraits  d’algues  vertes  riches  en  ulvanes  sont  également  capables 
d’activer  les défenses des plantes et de  les protéger contre certaines maladies  (Cluzet et al. 2004). 
Or, les algues vertes sont les premiers macrophytes responsables des « marées vertes » à l’origine de 
l’eutrophisation des milieux aquatiques. Ces phénomènes de «marées vertes » ont été observés dans 
de nombreux pays  lorsque  les eaux  sont  très  riches en nutriments  comme en Amérique Nord, au 
Mexique,  en  Europe  et  en  Nouvelle  Zélande  (Briand  and Morand  1987).  Ils  sont  généralement 
associés à  l’agriculture  intensive. En France, des proliférations d’algues vertes  sont  rencontrées au 
niveau des  lagunes méditerranéennes, des marais du  centre ouest, du bassin Arcachon  et  sur  les 
côtes bretonnes (FigP‐1). En Bretagne, ce phénomène a pris une ampleur importante au cours de ces  
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FigP‐2‐ Volume d’algues vertes  ramassées en Bretagne, d’après  les données du CEVA.  Les algues 
vertes issues des marées vertes et échouées sur la plage sont ramassées par les services communaux. 
Les volumes collectés oscillent entre 110 000 m3 et 150 000 m3, selon les années. 
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dix dernières années avec plus de 55 000 m3 algues ramassées en 2008 par 50 communes, pour un 
coût global déclaré de 575 000 € (FigP‐2). Essentiellement utilisées aujourd’hui pour fertiliser les sols 
de  cette  région  française  déjà  très  riches  en matière organique,  il  est urgent de  trouver  d’autres 
débouchés.  Si  la  papeterie  et  la méthanisation  sont  deux  pistes  explorées  par  le  CEVA  (Centre 
d'Etude et de Valorisation des Algues), une  autre  est  le développement de produits  stimulant  les 
défenses naturelles des plantes (SDN).  
 
Des travaux antérieurs réalisés en collaboration avec la société BiotechMarine, un extrait d’algue 
verte avait été obtenu au laboratoire. Son activité inductrice des défenses sur des plantes de tabac et 
de luzerne sauvage, ainsi que son effet de protection entraîné chez cette dernière contre l’agent de 
l’anthracnose, Colletotrichum  trifolii, avaient  justifié  le dépôt d’un brevet  (Cluzet, et al. 2004). Sur 
cette  base,  nous  avons  souhaité  approfondir  la  caractérisation  de  cet  extrait  en  vue  de  son 
homologation en abordant les trois points suivants : 
‐ l’identification du principe actif. L’extrait brut précédemment obtenu sera finement caractérisé 
et  fractionné  afin d’isoler  le(s) molécule(s)  active(s).  L’activité biologique des différentes  fractions 
obtenues sera testée grâce au développement de bio essais. 
‐  la  caractérisation  de  son  mode  d’action.  Ce  travail  sera  réalisé  par  des  approches 
transcriptomique et cellulaire chez les plantes modèles Medicago truncatula et Arabidopsis thaliana. 
Une analyse microarray en réponse à cet éliciteur apportera des informations sur les défenses et les 
voies de signalisation activées, ainsi que sur les éventuels effets sur d’autres aspects du métabolisme. 
Ces  données  seront  aussi  comparées  à  celles  obtenues  en  réponse  à  des  phytohormones,  qui 
participent aux réponses de défense, et des agents pathogènes. 
‐  la détermination de  ses  applications.  L’efficacité protectrice de  l’extrait,  tel qu’il  est produit 
industriellement, sera testée vis‐à‐vis d’agents pathogènes de nature et mode trophique variés, tels 
que  des  bactéries,  des  oomycètes  et  des  champignons  biotrophes  et  nécrotrophes.  Les  plantes 
utilisées seront des plantes d’intérêt agronomique de différentes familles botaniques.  
 
Ces travaux conduiront à mieux définir  l’extrait brut d’algue verte éliciteur des défenses afin de 
définir  des  stratégies  pour  optimiser  sa  production  et  son  utilisation.  Il  s’agira  aussi  de montrer 
l’intérêt  des  outils  de  génomiques  et  de  génétiques  disponibles  sur  les  plantes  modèles  pour 
caractériser l’effet de telles molécules stimulatrices des défenses naturelles des plantes.  
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Chapitre 1 
 
Identification et caractérisation d’un 
éliciteur d’algue verte   
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Fig1‐1‐  Schéma  récapitulatif du mode d’obtention des différents  extraits utilisés  au  cours de  ce 
travail. La fraction insoluble à l’éthanol (EtOH) a été traitée (1) au ultrason ou (2) au TFA. Suite à ces 
traitements,  les molécules de  taille d’intérêt ont été séparées par  fractionnement moléculaire. Les 
protéines  présentes  au  sein  de  la  fraction  insoluble  à  l’EtOH  ont  été  éliminées  soit  par  (3)  un 
traitement à  la soude (NaOH), soit des hydrolyses enzymatiques avec (4) de  la trypsine ou (5) de  la 
pronase. Les fractions marquées,  , ont été caractérisées chimiquement et leur activité biologique a 
été aussi analysée. 
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Introduction 
 
L’identification  de  la  (des)  molécule(s)  active(s)  à  partir  d’un  extrait  brut  s’effectue  en  trois 
grandes étapes qui peuvent  se  répéter :  le  fractionnement de  l’extrait,  la  caractérisation  chimique 
des différentes fractions obtenues et  l’évaluation de  leur activité biologique. Le fractionnement est 
réalisé en utilisant une ou plusieurs des méthodes suivantes : la séparation de plusieurs phases selon 
leur comportement dans des solvants polaires et apolaires, l’hydrolyse, la filtration moléculaire et la 
purification par chromatographie. Par exemple,  les β‐glucanes d’Alternaria alternata, éliciteurs des 
réponses de défense  chez  le  tabac, ont été  isolés à partir du milieu de  culture de  ce  champignon 
après  plusieurs  précipitations  avec  différentes  concentrations  en  méthanol,  suivies  d’étapes  de 
chromatographie des  fractions d’intérêt  (Shinya et al. 2006). Quant’aux  β‐(1,3)  β‐(1,6) glucanes de 
Phytophthora  sojae,  ils  sont  le  résultat d’une hydrolyse acide du mycélium à partir de  laquelle  les 
molécules solubilisées ont été séparées par une filtration moléculaire (Sharp, et al. 1984). Ensuite, la 
caractérisation des fractions dépend du type de molécules attendues. Après une analyse globale de 
leur composition en sucres et en protéines, les composés majoritaires sont étudiés plus précisément. 
Dans  les deux cas présentés ci‐dessus,  les analyses chimiques ont consisté à spécifier  la nature des 
oses,  leur  nombre  et  leur  enchaînement.  Enfin,  des  tests  simples  et  sensibles,  aussi  appelés  bio‐
essais, sont mis en place et utilisés pour déterminer l’activité biologique des fractions sur les plantes. 
Celle‐ci a été quantifiée dans les situations précédentes, soit en dosant l’activité chitinase induite sur 
des cultures cellulaires de tabac, soit en mesurant la production de phytoalexines sur des cotylédons 
de soja. 
 
Ce  premier  chapitre  des  résultats  présente  l’identification  de  la  (des)  molécule(s)  active(s) 
responsable(s) de  l’activité élicitrice des  réponses de défense des plantes d’un extrait brut d’algue 
verte. Pour  cela,  les  trois étapes décrites  ci‐dessus ont été  réalisées.  L’objectif était d’obtenir une 
fraction « assez pure »  via un procédé  facile  et peu  coûteux  à mettre  en place d’un point de  vue 
industriel. Nous avons  tout d’abord  isolé une  fraction active  riche en polysaccharides. Par  la suite, 
nous avons été amenés à analyser et éliminer certaines contaminations protéiques. Une étude des 
relations  entre  la  structure  et  la  fonction de  la molécule,  ainsi que  la  recherche de  lien  entre  les 
variations  de  composition  et  d’activité  biologique,  ont  été  initiées.  Le mode  de  préparation  des 
différents extraits réalisés au cours de ce travail est récapitulé sur la Fig1‐1. 
   
 104 
 
 
Tableau1‐1‐ Composition chimique de l'extrait brut d'algue verte, produit à partir de la récolte 
2004. 
   mg.g‐1 (MS)
protéine (a)  15
acide uronique (b)  59
rhamnose (c)  155
xylose (c)  16
galactose (c)  12
glucose (c)  2.5
sulfate (d)  84.5
total  344
 
(a) dosage par la méthode de Lowry 
(b) dosage par la méthode de Blumenkrantz 
(c) quantification après hydrolyse TFA 2M (120°C, 1h) par chromatographie échangeuse d'anions 
(d) détermination à partir de la quantité totale de soufre mesurée par spectrométrie (ICP‐AES) 
 
 
 
 
 
  
Fig1‐2‐  Disaccharide  constitutif  des  ulvanes.  Les  ulvanes  sont  des  polysaccharides  dont  le 
constituant de base est un disaccharide, comportant un acide glucuronique  lié par une  liaison 1‐4 à 
un résidu de rhamnose sulfaté 
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Résultats 
 
1‐ Extraction d’une fraction élicitrice riche en polysaccharidiques de haut 
poids moléculaire. 
 
L’essentiel de ce travail a été réalisé à partir d’algues vertes de l’espèce Ulva armoricana récoltées 
dans la baie de St Brieuc en août 2004. Dans le cas contraire, la date de récolte sera signalée. 
 
1‐1‐ Caractérisation chimique et activité biologique de l’extrait brut d’algue verte. 
 
L’extrait brut d’algue verte est le filtrat lyophilisé issu de l’extraction à l’eau chaude des composés 
présents au sein du broyat d’algues vertes fraiches. Cette extraction est réalisée dans les conditions 
industrielles  (2h;  90°C;  1,97  bar).  Aussi  est‐il  riche  en  composés  hydrophiles  parmi  lesquels  sont 
classés certains sucres pariétaux et de réserve. 
 
1‐1‐1‐ Analyse préliminaire de l’extrait brut. 
 
Le taux de matière sèche de  l’extrait a pu être déterminé à  la suite de  la  lyophilisation du filtrat 
liquide. Il s’élève à 0,56%, c'est‐à‐dire que 5,6g d’extrait brut d’algue verte ont été récupérés à partir 
d’un litre de filtrat, provenant de 100g d’algue verte. La poudre obtenue est de couleur brunâtre et 
présente une odeur caractéristique des molécules soufrées. 
L’analyse de sa composition chimique a ensuite été effectuée à l’aide de différentes techniques. Il 
est tout d’abord apparu que l’extrait renferme des protéines : 15mg.g‐1 de matière sèche (Tableau1‐
1). Puis,  les différents oses caractéristiques des macromolécules d’algues vertes ont été recherchés 
et  quantifiés. Une  première méthode  a  permis  de  doser  les  oses  acides  de  la  famille  des  acides 
uroniques  que  sont  les  acides  glucuroniques,  galacturoniques  et  iduroniques, montrant  ainsi  que 
l’extrait brut contient 59mg.g‐1 d’acides uroniques. Une autre méthode,  la chromatographie  liquide 
échangeuse d’anions, a été utilisée pour quantifier les oses neutres après hydrolyse de l’extrait par le 
TFA, faisant apparaitre une richesse en rhamnose (155mg.g‐1) et la présence de xylose (16mg.g‐1), de 
galactose (12mg.g‐1) et de glucose (2,5mg.g‐1). Enfin, cet extrait contient du soufre comme le laissait 
supposer son odeur. Grâce à une torche à plasma, la quantité de cet élément a été estimée à 34mg.g‐
1,  soit  un  équivalent  de  84.5mg.g‐1  en  sulfate.  D’autres  éléments,  comme  du  calcium  et  du 
magnésium, ont été identifiés mais ils sont en très faible quantité. 
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Fig1‐3‐ Caractérisation de l’extrait brut d’algue verte. (A) Le spectre infrarouge de l’extrait brut a été 
réalisé  à  partir  de  quelques milligrammes  de matière  sèche.  Les  signaux  observés  aux  longueurs 
d'ondes  de  3446cm‐1,  1100  cm‐1  et  1052  cm‐1  correspondent,  respectivement,  aux  vibrations  des 
liaisons C‐OH, C‐C et C‐O. Deux autres signaux ont été observés à 847 et 1641 cm‐1 connus pour être 
provoqués par les liaisons C‐O‐S et C=O. (B) Une chromatographie d’exclusion stérique a été réalisée 
sur gel TSK gel G4000 PWXL afin d’identifier la taille des molécules présentes dans l’extrait brut.
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L’ensemble  de  ces  résultats montre  que  l’extrait  brut  d’algues  vertes  est  riche  en  rhamnose, 
acides uroniques et  soufre. Ces  trois  résidus  sont  connus pour être  les  constituants majeurs d’un 
hétéropolysaccharide nommé ulvane, présent dans les parois des cellules d’algues vertes (Fig1‐2). Le 
xylose, le galactose et le glucose entrent aussi dans sa composition. Cependant, d’après nos dosages, 
l’ensemble de  ces molécules ne  représentent qu’une partie de  la masse de  l’extrait brut, d’autres 
analyses ont été effectuées pour caractériser l’extrait.  
 
1‐1‐2‐ Caractérisation structurale de l’extrait brut. 
 
L’extrait  brut  d’algue  verte  a  été  soumis  à  une  analyse  par  spectrométrie  infra  rouge  afin 
d’identifier  les principales  fonctions présentes au  sein des molécules organiques qui  le composent 
(Fig1‐3‐A).  Parmi  les  signaux  observés,  ceux  associés  à  des  longueurs  d'ondes  d'absorption  de 
3449cm‐1,  1092  cm‐1  et  1052  cm‐1  correspondent  aux  vibrations  des  liaisons  C‐OH,  C‐C  et  C‐O, 
respectivement.  Ces  trois  liaisons  sont  présentes  dans  de  nombreuses  molécules  organiques, 
notamment au niveau des fonctions alcool et acide carboxylique des oses. Deux autres signaux ont 
été  observés  à  847  et  1622  cm‐1  connus  pour  être  provoqués  par  les  liaisons  C‐O‐S  et  C=O.  Ces 
dernières peuvent être associées aux fonctions sulfate du rhamnose sulfaté et à la fonction carboxyle 
des acides uroniques, qui caractérisent  les ulvanes. Ainsi, au sein du spectre  infrarouge de  l’extrait 
brut d’algue verte ont été retrouvés les signaux caractéristiques des fonctions présentes au sein des 
ulvanes.  
La  taille  des  molécules  de  l’extrait  brut  a  été  déterminée  par  chromatographie  d’exclusion 
stérique (TSK G40000). En sortie de colonne, les molécules sont détectées par ELSD (evaporative light 
scattering detection) afin de les quantifier. Au cours de cette analyse, deux populations de molécules 
de  taille  bien  distincte  ont  été mises  en  évidence  (Fig1‐3‐B) :  l’une,  la  plus  abondante,  d’environ 
60kDa, et l’autre partie de plus de 600kDa. Afin de séparer ces deux populations, l’ultracentrifugation 
aurait  pu  être  envisagée  en  raison  des  avantages  que  présente  cette  technique  comme  celui  de 
travailler en flux continu. Toutefois, elle possède des inconvénients comme son coût et le risque de 
colmatage. Une autre possibilité était d’effectuer une précipitation à l’éthanol comme cela avait été 
réalisé pour récupérer la pectine (Rezzoug et al. 2007). 
 
1‐1‐3‐ Activité biologique de l’extrait brut. 
 
L’activité biologique de l’extrait brut d’algue verte a été testée chez le tabac et l’arabette via deux 
bio essais. 
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Fig1‐4‐  Activité  biologique  de  l’extrait  brut  d’algue  verte.  (A‐B) Mise  en  évidence  de  l’activité 
glucuronidase présente dans  les  tissus des plantes de  tabac  transgénique P1LOX::GUS, deux  jours 
après  l’infiltration  d’eau  (témoin  négatif),  d’un  extrait  de  paroi  de  Phyphthotora  parasitica  (P2, 
50µg.ml‐1,  contrôle  positif)  et  de  l’extrait  brut  d’algue  verte  (1mg.ml‐1).  (C) Modification  des  flux 
calciques cytoplasmiques en réponse à l’extrait brut d’algue verte (1mg.ml‐1 ou 500µg.ml‐1) observée 
au  cours  du  temps  par  luminescence  grâce  à  des  plantes  d’arabette  transgéniques  exprimant 
l’apoaequorine.    
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Le  premier  utilise  des  plantes  transgéniques  de  tabac  où  a  été  introduite  la  construction 
P1LOX::GUS  formée  de  l’association  du  promoteur  d’un  gène  de  lipoxygénase  de  tabac  et  de  la 
région codante du gène de  la β‐glucuronidase d’Escherichia coli  (Fammartino et al. 2010). Le gène 
LOX contrôle l’expression de la voie de synthèse des oxylipines, composés impliqués dans la défense 
des plantes. L’extrait brut a été infiltré dans les feuilles de ces plantes à la concentration de 1mg.ml‐1. 
Les  tissus  infiltrés,  ainsi  que  ceux  à  la  périphérie,  ont  été  récoltés  un,  trois  et  cinq  jours  après 
infiltration. L’activité glucuronidase présente au  sein de ces  tissus a ensuite été visualisée par une 
coloration  (Fig1‐4‐A)  puis  quantifiée  afin  de  déterminer  le  niveau  d’activation  du  promoteur  LOX 
(Fig1‐4‐B).  Les  résultats montrent  que  l’extrait  brut  d’algue  verte  induit  rapidement  (1  jour)  une 
augmentation de  l’activité glucuronidase uniquement dans  les  tissus  infiltrés. Le  second  test a été 
réalisé  grâce  à  des  plantes  transgéniques  d’arabette  qui  expriment  un  gène  de  méduse, 
l’apoaequorine (Sedbrook et al. 1996). Le produit de ce gène, associé à la coelenterazine, est capable 
de lier le calcium et d’émettre de la lumière. Ainsi, ces plantes transgéniques permettent de mesurer 
par luminescence les variations des concentrations calciques cytoplasmiques en réponse à différents 
stimuli. L’ajout d’extrait brut d’algue verte à 1mg.ml‐1 aux plantes d’arabette âgées d’une dizaine de 
jours provoque une augmentation rapide et  transitoire de  la concentration calcique cytoplasmique 
(Fig1‐4‐C). 
 
1‐2‐ Fractionnement de l’extrait brut. 
 
Lors de l’étude préliminaire de l’extrait brut, seulement un quart des composés a été déterminé. 
Toutefois, les différentes analyses réalisées ont mis en évidence que cet extrait était riche en sucres 
de poids moléculaire élevés, qui seraient potentiellement des ulvanes. Afin d’éliminer des impuretés, 
l’extrait brut a été précipité dans 2,5 volumes d’éthanol.    
  
1‐2‐1‐ Composition chimique des fractions issues de l’extrait brut. 
 
Après précipitation à l’éthanol (EtOH) des composés de l’extrait brut d’algue verte, deux fractions 
ont été  isolées selon  leur solubilité dans ce solvant organique polaire : une  fraction soluble et une 
fraction  insoluble  à  l’EtOH,  représentant  56%  et  44%  respectivement  de  l’extrait  initial.  Leur 
composition chimique a été déterminée comme celle de l’extrait brut. Des protéines sont présentent 
dans les deux fractions à hauteur de 11 et 28 mg.g‐1 dans les fractions soluble et insoluble à l’EtOH, 
respectivement  (Tableau1‐2).  Des  acides  uroniques  ont  été  retrouvés  seulement  dans  la  fraction 
insoluble à l’EtOH, soit 143 mg.g‐1. La quantification des sucres neutres a aussi permis de mettre en 
évidence l’importance des différences de composition chimique entre ces deux fractions. En effet, la  
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Tableau1‐2‐ Composition chimique de l'extrait brut d'algues vertes et des fractions dérivées 
soluble et insoluble à l’éthanol. 
 mg.g‐1 (MS)  extrait brut  fraction soluble  fraction insoluble 
protéine (a)  15 11 28
acide uronique (b)  59 0 143
rhamnose (c)  155 2.5 367
xylose (c)  16 0.1 31.5
galactose (c)  12 1.6 25
glucose (c)  2.5 0 6
sulfate (d)  84.5 34.5 141.5
total  344 49.7 742
 (a) dosage par la méthode de Lowry, (b) dosage par la méthode de Blumenkrantz 
(c) quantification après hydrolyse TFA 2M (120°C, 1h) par chromatographie échangeuse d'anions 
(d) détermination à partir de la quantité totale de soufre mesurée par spectromètrie de type ICP‐AES
 
Fig1‐5‐  Caractérisation  des  fractions  soluble  et  insoluble  à  l’éthanol  (EtOH).  (A‐B)  Spectre 
infrarouge. Les pics d’absorption à 1201cm‐1 et 845cm‐1, caractéristiques des  liaisons S=O et C‐O‐S, 
sont observés  seulement pour  la  fraction  insoluble à  l’EtOH.  (C‐D) La chromatographie d’exclusion 
stérique, réalisée sur gel TSK gel G4000 PWXL, montre que chaque fraction contient des molécules de 
taille homogène. 
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fraction  insoluble à  l’EtOH  contient 367 mg.g‐1 de  rhamnose alors que  la  fraction  soluble à  l’EtOH 
n’en contient que 2.5 mg.g‐1. De plus, la fraction insoluble à l’EtOH renferme aussi des quantités non 
négligeables de xylose, galactose et glucose contrairement à  la fraction soluble à  l’EtOH. La fraction 
insoluble à l’EtOH est aussi plus riche en soufre que l’autre avec 57 mg.g‐1 contre 14 mg.g‐1.  
 
D’après  l’ensemble  de  ces  résultats,  seule  une  faible  partie  des  composés  présents  dans  la 
fraction soluble à EtOH a pu être déterminée. Celle‐ci pourrait être riche en d’autres sucres comme le 
mannitol, dont sont riches les algues. A l’inverse, plus des trois‐quarts des composants de la fraction 
insoluble à l’EtOH ont été dosés, faisant apparaître un enrichissement par rapport à l’extrait brut en 
nombreux composants connus pour être des constituants des ulvanes tels que les acides uroniques, 
le rhamnose et le soufre. 
 
1‐2‐2‐ Caractérisation structurale des fractions. 
 
Comme  lors  de  l’analyse  de  l’extrait  brut,  les  spectres  infrarouges  des  deux  fractions  ont  été 
réalisés  dans  les  mêmes  conditions  (Fig1‐5‐A/B).  Ainsi,  des  liaisons  associées  à  la  majorité  des 
molécules organiques, comme  les  liaisons C‐OH et C‐C, ont été  identifiées dans  la fraction soluble à 
l’EtOH. Cependant, aucun pic n’est visible à 850cm‐1, correspondant à C‐O‐S. Concernant  la fraction 
insoluble  à  l’EtOH,  son  spectre  infrarouge  est  très  proche  de  celui  de  l’extrait  brut  avec  des  pics 
d’absorption correspondant aux différentes  longueurs d’onde plus marqués. De plus, un autre pic, 
associé à la liaison S=O, a pu être mis en évidence à 1201cm‐1.  
Enfin,  la  taille  des  molécules  des  deux  fractions  a  été  déterminée  par  chromatographie 
d’exclusion  stérique  comme  réalisé  pour  l’extrait  brut  (Fig1‐5‐C/D).  La  fraction  soluble  à  l’EtOH 
contient  les  molécules  de  poids  moléculaire  inférieures  à  60kDa  alors  que  la  fraction  insoluble 
contient celles de plus de 600kDa. 
 
1‐2‐3‐ Mesure de l’activité des fractions. 
 
Afin de déterminer l’activité biologique de chacune des deux fractions, les deux bio essais qui ont 
 permis de mettre en évidence l’activité élicitrice de l’extrait brut ont été utilisés. 
Tout  d’abord,  les  deux  fractions  ont  été  infiltrées  dans  les  tissus  des  tabacs  P1LOX ::GUS  à  la 
concentration de 1mgml‐1. Seuls les tissus infiltrés avec la fraction insoluble à l’EtOH présentent une 
coloration caractéristique de l’expression de la glucuronidase. La quantification de l’activité de cette 
enzyme confirme ce résultat (Fig1‐6‐A) : seule la fraction insoluble à l’EtOH induit le promoteur de la 
lipoxygénase selon la même cinétique que l’extrait brut et de façon localisée dans les tissus infiltrés.  
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Fig1‐6‐  Activité  biologique  des  fractions  soluble  et  insoluble  à  l’EtOH.  (A)  Dosage  de  l’activité 
glucuronidase présente dans  les  tissus des plantes de  tabac  transgénique P1LOX::GUS, un, deux et 
cinq jours après l’infiltration d’eau (témoin négatif), d’un extrait de paroi de Phyphthotora parasitica 
(P2,  50µg.ml‐1,  contrôle  positif)  et  des  fractions  soluble  et  insoluble  à  l’EtOH  (1mg.ml‐1).  (B)  
Modification  de  la  concentration  calcique  cytoplasmique  en  réponse  aux  fractions  soluble  et 
insoluble  à  l’EtOH  (1mg.ml‐1)  observée  au  cours  du  temps  par  luminescence  grâce  à  des  plantes 
d’arabette transgénique exprimant l’apoaequorine.    
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L’induction de cette réponse par la fraction insoluble à l’EtOH est dose‐dépendante. Bien qu’elle soit 
toujours observée pour une concentration de 500µg.ml‐1, elle ne l’est pas à 250µg.ml‐1. 
 De  la même manière,  chez  les  plantes  transgéniques  d’arabette  exprimant  l’apoaequorine,  la 
fraction soluble à l’EtOH n’a pas d’effet significatif sur la concentration calcique cytoplasmique alors 
que  la  fraction  insoluble  à  l’EtOH  induit  une  réponse  semblable  à  celle  observée  en  réponse  à 
l’extrait  brut  (Fig1‐6‐B). Une  étude  dose‐réponse montre  que  les  plantes  répondent  à  la  fraction 
insoluble à l’EtOH lorsqu’elle est utilisée à plus de 100µg.ml‐1 . 
 
   
D’après  l’ensemble  de  ces  résultats,  nous  avons  isolé  une  fraction  active  très  riche  en 
polysaccharides de haut poids moléculaire, dont  la  composition  est  caractéristique de  celle des 
ulvanes.  Cette  fraction  contient  aussi  des  protéines,  pouvant  être  à  l’origine  de  son  activité 
biologique. 
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Fig1‐7‐  Electrophorèse des protéines présentes au  sein de  la  fraction  insoluble à  l’EtOH  (FI).  (A) 
Electrophorèse monodimensionnelle sur gel de polyacrylamide d’une aliquote  renfermant 20µg de 
protéines révélée au bleu de Coomassie. Seule une bande, marquée par , apparaît à de très haut 
poids  moléculaire  (PM).  (B)  Western  blot  des  protéines  (20µg)  de  cette  fraction,  séparées  par 
électrophorèse  monodimensionnelle,  puis  transférées  sur  une  membrane  et  révélées  à  l’aide 
d’anticorps anti‐HRGP et anti‐HRP.  Le marquage diffus apparaît  sous  forme de  smear marqué par 
. Le contrôle positif (HRGP) utilisé est formé d’HRGP de betterave.  
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2‐ Analyse des protéines de la fraction élicitrice. 
 
Bien que la fraction insoluble à l’EtOH soit très riche en ulvanes, elle contient aussi des protéines : 
lors d’infiltrations (100µL) de solution à 1mg.ml‐1, la quantité de protéine en contact avec les plantes 
est de 2,8µg. Or, de nombreuses protéines élicitrices de défense des plantes sont actives à très faible 
concentration.  Par  exemple,  la  cryptogéine  induit  une  variation  de  la  concentration  calcique 
cytoplasmique de culture cellulaire de tabac à 1µM, soit environ 2,5 µg.ml‐1 (Lecourieux, et al. 2002). 
L’analyse des protéines de l’extrait est nécessaire afin de déterminer leur éventuel rôle dans l’activité 
biologique de la fraction. 
 
2‐1‐ Analyse des protéines présentes dans la fraction insoluble à l’EtOH. 
 
2‐1‐2‐ Analyse électrophorétique. 
 
Une  aliquote  de  la  fraction  insoluble  à  l’EtOH,  renfermant  environ  20µg  de  protéines,  a  été 
analysée  par  électrophorèse  monodimensionnelle  en    gel  de  polyacrylamide  (Fig1‐7).  Après 
coloration au bleu de Coomassie, il n’a pas été possible de visualiser des bandes bien nettes en raison 
d’une  coloration  diffuse  et  de  la  présence  d’un  smear  au  niveau  des  molécules  de  haut  poids 
moléculaire. Ce type de migration est caractéristique de celle des glycoprotéines. 
Chez  les  plantes  vertes  terrestres,  les  parois  renferment  des  glycoprotéines  dont  les  plus 
abondantes sont des glycoprotéines riches en hydroxyproline (HRGP) de nature cationique, pouvant 
interagir avec  les polysaccharides pectiques anioniques. Des résultats de génomique  indiquent que 
les algues vertes synthétiseraient aussi des protéines  riches en hydroxyproline  (HRP) dont on peut 
prévoir qu’elles pourraient s’associer aux polysaccharides anioniques comme les ulvanes (Domozych 
et  al.  1980,  Fleurence  et  al.  1995).  C’est  pourquoi,  dans  un  premier  temps,  la  quantité 
d’hydroxyproline de la fraction insoluble à l’EtOH a été déterminée : elle s’élève à 6.15mg.g‐1. Ainsi, le 
taux d’hydroxyproline des protéines de cette fraction est de 22%. Dans un second temps, la fraction 
insoluble à  l’EtOH a été analysée par western blot afin de tester  le comportement de ces protéines 
riches  en  hydroxyproline  vis‐à‐vis  d’anticorps  polyclonaux  développés  contre  les HRGP  (protéines 
glycosilées) et HRP  (protéines non glycosilées) de plantes de  type dicotylédone.  Il apparait que  les 
anticorps s’associent aux glycoprotéines de la fraction insoluble à l’EtOH au niveau du smear observé 
dans les hauts poids moléculaires. Le marquage est plus intense avec les anticorps anti‐HRP qu’avec 
les anti‐HRGP, indiquant que la partie glucidique de ces glycoprotéines serait différente de celle des 
HRGP de plantes. 
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Fig1‐8‐ Caractérisation des fractions isolées après les différentes hydrolyses réalisées pour éliminer 
les protéines présentes dans la fraction insoluble à l’EtOH. (A) Les quantités d’acide uronique et (B) 
d’hydroxyproline  présentes  dans  les  différentes  fractions  (surnageants,  culots)  sont  exprimées  en 
pourcentage  de  la masse  sèche de  chacune d’elles.  (C) Western blot  réalisés  à partir des mêmes 
quantités  de matériel  (équivalent  hydroxyproline)  de  chaque  fraction  (surnageants,  S,  culots,  C). 
L’affinité des protéines séparées sur gel de polyacrylamide a été testée vis‐à‐vis de  l’anticorps anti‐
HRP. 
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Afin de  savoir,  si  le pouvoir  éliciteur de  l’extrait  EtOH  insoluble  impliquait  ces protéines, nous 
avons cherché à les éliminer. 
 
2‐2‐ Déprotéinisation de la fraction insoluble à l’EtOH. 
 
Afin  d’éliminer  les  protéines  présentes  dans  la  fraction  insoluble  à  l’EtOH,  elles  ont  été 
hydrolysées par des méthodes chimiques et enzymatiques. Chaque méthode possède des avantages 
et  des  inconvénients.  En  effet,  l’hydrolyse  chimique  devra  être  bien  contrôlée  afin  de  limiter 
l’hydrolyse des polysaccharidiques. A  l’inverse,  les enzymes agissent spécifiquement sur  les  liaisons 
peptidiques mais elles sont ensuite difficiles à éliminer du milieu réactionnel.  
 
2‐2‐1‐ Hydrolyse chimique partielle des protéines de la fraction insoluble à l’EtOH. 
 
La  fraction  insoluble  à  l’EtOH  a  été  traitée  par  la  soude  50mM  afin  de  réaliser  une  hydrolyse 
partielle,  et  plus  particulièrement  d’éliminer  les  liaisons O‐glycocidiques  des  glycoprotéines  et  de 
faciliter ainsi le relargage de ces molécules. A l’issue de ce traitement, un résidu insoluble est séparé 
du surnageant par centrifugation. Suite à la neutralisation, dyalise et lyophilisation de chaque partie, 
les  poids  du  résidu  et  du  surnageant  obtenus  sont  respectivement  de  27mg  et  36mg  à  partir  de 
100mg de matériel initial. Chaque partie a été caractérisée pour sa richesse en hydroxyproline et en 
acides  uroniques  (Fig1‐8‐A/B).  Ainsi,  les  valeurs  indiquent  que  le  surnageant  a  été  appauvri  en 
protéine  à  hydroxyproline,  alors  que  le  résidu  a  été  fortement  enrichi  par  rapport  à  la  fraction 
initiale. Cependant, comme l’indique le dosage de l’hydroxyproline et le western blot, le surnageant 
contient toujours des glycoprotéines (Fig1‐8‐C).  
 
2‐2‐2‐ Hydrolyse enzymatique des protéines de la fraction insoluble à l’EtOH. 
 
Une déprotéinisation par voie enzymatique a été tentée en utilisant deux enzymes ayant un mode 
d’action  différent.  La  trypsine  hydrolyse  les  liaisons  peptidiques  dans  lesquelles  un  acide  aminé 
basique  engage  sa  fonction  carboxyle  (lysine,  arginine)  alors  que  la  pronase  hydrolyse  toutes  les 
liaisons peptidiques. Après  incubation à 37°C pendant 16h de  la fraction  insoluble à l’EtOH avec ces 
enzymes, un  résidu  insoluble et un  surnageant  sont  séparés par  centrifugation, puis  lyophilisés et 
enfin  analysés.  Les  surnageants  issus  des  hydrolyses  avec  la  trypsine  et  la  pronase  représentent 
respectivement  90%  et  64%  de  la masse  sèche  des  fractions  initiales.  Ils  sont  très  appauvris  en 
hydroxyproline avec une réduction de sa quantité de plus de 50% par rapport à la fraction insoluble à 
l’EtOH et sont absents du western blot réalisé avec les anticorps anti‐HRP (Fig1‐7). Ces deux fractions  
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Fig1‐9‐  Activité  biologique  des  fractions  isolées  après  différentes  traitements  des  protéines.  La 
fraction  insoluble  à  l’EtOH  a  été  traitée  par  de  la  soude  (NaOH),  la  trypsine  ou  la  pronase  afin 
d’obtenir des surnageants (S) et des culots (C) de composition différentes. (A) Activité glucuronidase 
mesurée  dans  les  tissus  de  tabac  P1LOX::GUS  trois  jours  après  l’infiltration  par  les  différentes 
fractions  à  1mg.ml‐1.  (B)  Mesure  des  concentrations  calciques  cytoplasmiques  chez  des  plantes 
d’arabette après l’ajout des différentes fractions à 1mg.ml‐1. 
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contiennent aussi tous  les acides uroniques présents dans  la fraction  initiale. A  l’inverse,  les résidus 
sont riches en hydroxyproline, plus de 30mg.g‐1, et ne contiennent pas d’acide uronique. 
 
2‐3‐ Activité biologique des fractions déprotéinisées. 
 
L’activité biologique des surnageants et des culots obtenus précédemment a été testée après re‐
solubilisation de ces derniers en utilisant  les deux bio essais développés chez  le tabac et  l’arabette 
présentés précédemment. Les différentes fractions ont toutes été utilisées à 1mg.ml‐1.  
Chez les tabacs P1LOX::GUS, seuls les trois surnageants induisent une activité glucuronidase (Fig1‐
9‐A). De même, les surnageants induisent des signatures calciques très similaires à celle induite par la 
fraction  insoluble  à  l’EtOH  chez  l’arabette,  alors  que  les  culots  n’induisent  que  des  variations 
calciques cytoplasmiques proches du témoin et constantes (Fig1‐9‐B). 
 
   
Compte  tenu,  d’une  part  de  l’absence  d’activité  des  fractions  « culot »,  de  la  présence  de 
protéines  à  hydroxyproline, mais  de  l’absence  d’acides  uroniques,  dans  ces mêmes  fractions ; 
d’autre part de  l’activité élicitrice des  surnageants  contenant  la majeure partie, voire  la  totalité, 
des acides uroniques, on peut en déduire que  les protéines ne sont pas responsables de  l’activité 
biologique  de  la  fraction  insoluble  à  l’EtOH  et  que  celle‐ci  est  associée  à  la  présence  d’acides 
uroniques. 
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Fig1‐10‐ Distribution  des molécules  riches  en  acides  glucuroniques  selon  leur  poids moléculaire 
grâce à la chromatographie d’exclusion. L’analyse de la fraction insoluble à l’EtOH et de sa fraction 
dérivée après  traitement aux ultrasons a été  réalisée   sur une colonne Sepharose CL 6B, alors que 
celle de la fraction issue du traitement au TFA a été effectuée sur une colonne Biogel P4. 
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3‐ L’effet du degré de polymérisation et de sulfatation sur l’activité élicitrice. 
 
Des  relations  ont  été  mises  en  évidence  entre  la  structure  des  molécules  et  leurs  activités 
biologiques pour de nombreux éliciteurs. Les ulvanes, constituant majeur de  la  fraction  insoluble à 
l’EtOH, sont des macromolécules complexes de très haut poids moléculaire et qui présentent un taux 
de sulfatation  important. L’objectif a donc été de déterminer  le rôle du degré de polymérisation et 
du taux de sulfatation des ulvanes dans leur activité biologique.  
 
3‐1‐ Degré de polymérisation des ulvanes et activité biologique. 
 
Le poids moléculaire des polysaccharides présents dans  la  fraction  insoluble à  l’EtOH,  riches en  
ulvanes, est d’environ 600kDa.  Si on  considère que  les ulvanes  sont un  enchaînement  linéaire du 
dimère :  rhamnose  sulfaté‐acide  uronique,  on  a  affaire  à  des  macromolécules  dont  il  serait 
intéressant de réduire le nombre de dimères afin d’en augmenter l’activité spécifique. 
 
3‐1‐1‐ Préparation de fractions caractérisées par des degrés de polymérisation distincts. 
 
Une  première  analyse  de  la  taille  des molécules  présentes  dans  la  fraction  insoluble  à  l’EtOH 
réalisée par chromatographie d’exclusion  stérique avait montré que celles‐ci possédaient un poids 
moléculaire  élevé, d’environ 600kDa  (Fig1‐5‐D).  Toutefois,  cette  chromatographie  a été  refaite de 
manière plus précise à  l’aide d’une  colonne  Sepharose CL6B en utilisant  le  formiate d’ammonium 
comme éluant. Les acides uroniques présents dans  les  fractions  récoltées en sortie de colonne ont 
été  dosés  afin  d’identifier  les  fractions  riches  en  ulvanes. Ainsi,  la  fraction  insoluble  à  l’EtOH  est 
constituée en majorité de molécules de très haut poids moléculaire, entre 400kDa et 600kDa, mais 
aussi dans une moindre proportion de molécules de poids moléculaire entre 60 et 40kDa (Fig1‐10). 
Par conséquent,  les  fractions de poids moléculaire entre 400kDa et 600kDa ont été récoltées, puis 
lyophilisées pour constituer la fraction 400‐600kDa.  La fraction insoluble à l’EtOH a aussi été traitée 
aux  ultrasons  lors  d’une  sonication  afin  de  réduire  la  taille  des molécules.  En  effet,  suite  à  ce 
traitement physique,  la fraction  initiale a été très enrichie en molécules de poids moléculaire entre 
40kDa  et  60kDa.  Ces  dernières  ont  été  isolées  par  chromatographie  d’exclusion  stérique,  puis 
lyophilisées afin de  former  la  fraction 40‐60kDa. Bien que  très efficace, ce procédé n’a pas permis 
d’obtenir des molécules de plus petite taille en quantité significative.  Dès lors, une autre technique a 
été  envisagée  pour  réduire  davantage  la  taille  de  ces molécules :  l’hydrolyse  chimique  partielle, 
réalisée par de l’acide trifluoacétique (TFA, 0.1M, 100°C, 1h). L’hydrolysat a ensuite été fractionné  
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Fig1‐11‐ Spectre infrarouge des fractions dérivées de la fraction insoluble à l’EtOH. (A) Fraction 600‐
400kDa  (B) Fraction 6‐4kDa. Le spectre de  la  fraction 60‐40kDa n’a pas été  réalisé par manque de 
matériel. 
 
 
 
 
Fig1‐12‐ Activité élicitrice des fractions de poids moléculaire distincts. L’activité glucuronidase a été 
mesurée trois jours après l’infiltration des feuilles de tabac P1LOX::GUS par de l’eau (témoin négatif), 
la fraction insoluble à l’EtOH et les fractions 600‐400kDa, 60‐40kDa et 6‐4kDa qui en dérivent à 
1mg.ml‐1.   
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par chromatographie d’exclusion stérique sur une colonne Biogel P4, plus appropriée pour  la petite 
taille des molécules recherchées, afin de récolter des molécules de poids moléculaire variant entre 4 
kDa et 6kDa. 
A partir de la fraction insoluble à l’EtOH, trois fractions riches en acides uronique, constituées de 
molécules de poids moléculaires bien distincts, ont donc été  isolées grâce à différentes techniques. 
Dans  l’hypothèse  où  les  molécules  sont  essentiellement  des  chaînes  glucidiques  linéaires,  les 
fractions  nommées  400‐600kDa,  40‐60kDa  et  4‐6kDa  se  caractérisaient  par  des  polysaccharides 
formés,  respectivement, d’environ 1000, 100 et 10  répétitions de  l’unité disaccharide de base des 
ulvanes. 
 
3‐1‐2‐ Caractérisation chimique des fractions de divers degrés de polymérisation. 
 
La  composition  chimique globale des  fractions précédentes, hormis  la  fraction 4‐6kDa  faute de 
matériel,  a  été  réalisée  afin  de mieux  les  caractériser.  Les  éléments  analysés,  acides  uroniques, 
sucres neutres et soufre, représentent plus de 80% des fractions 400‐600kDa et 40‐60kDa d’après ces 
résultats. Toutefois,  l’hydrolyse TFA  réalisée en vue du dosage des sucres neutres n’est pas  totale. 
Compte tenu de ce manque, on peut estimer que les deux fractions sont constituées majoritairement 
d’ulvanes. Les spectres infrarouge de chacune ont été réalisés. Ils sont proches de celui de la fraction 
insoluble à  l’EtOH  (Fig1‐11). A partir de  l’estimation de  la surface des pics d’absorption associés au 
groupement  sulfate,  il  semblerait  que  les  fractions,  400‐600kDa  et  40‐60kDa,  soient  enrichies  en 
rhamnose sulfaté par un facteur d’environ 1,5.  
Ces  résultats  confirment  que  les  fractions  de  poids moléculaire  différents  sont  très  riches  en 
ulvanes. La fraction issue de l’hydrolyse partielle de l’extrait ne semble pas altérée dans ses fonctions 
chimiques. 
 
3‐1‐3‐ Activité biologique des fractions de divers degrés de polymérisation. 
 
L’activité biologique des  trois  fractions de poids moléculaires distincts,  et donc différentes par 
leur degré de polymérisation, a été  testée par  infiltration dans  les  tabacs P1LOX::GUS. Après  trois 
jours, les tissus ont été prélevés pour y doser l’activité glucuronidase. Les fractions 400‐600kDa et 40‐
60kDa  induisent  une  activité  enzymatique  équivalente  à  celle  observée  en  réponse  à  la  fraction 
insoluble à l’EtOH alors que la fraction 4‐6kDa n’induit pas de réponse significative (Fig1‐12).  
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Fig1‐13‐  Spectre  infrarouge de  la  fraction désulfatée. Cette  fraction  a été produite  à partir de  la 
fraction insoluble à l’EtOH. Les pic d’absorption observés à 1215cm‐1 et 840cm‐1, caractéristiques des 
liaison S=O et C‐O‐S,  montrent que cette fraction n’a pas été désulfatée. 
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3‐2‐ Rôle du taux de sulfatation des ulvanes dans leur activité biologique. 
 
3‐2‐1‐ Désulfatation des ulvanes. 
 
La méthode développée par Percival et ses collaborateurs permet d’éliminer les groupements O‐
sulfate chez  les fucanes (Adhikari et al. 2006). Nous avons choisi cette méthode pour désulfater  les 
ulvanes où la majorité des groupements sont connus pour être de type O‐sulfate.  
 
3‐2‐2‐ Caractérisation de la fraction insoluble à l’EtOH désulfaté. 
 
La teneur en soufre de la fraction insoluble à l’EtOH traitée par la méthode de Percival a été dosée 
et  est  de  5%±0.19,  alors  que  celle  de  la  fraction  initiale  est  de  5.66%±0.16,  soit  une  réduction 
d’environ 12%. Par conséquent, ce faible taux de désulfatation ne modifie pas  le spectre  infrarouge 
de la fraction, tous les signaux liés aux groupements sulfates y sont retrouvés (Fig1‐13). 
 
3‐2‐3‐ Utilisation de récoltes présentant des taux de sulfatation variables. 
 
N’ayant pas réussi à obtenir une fraction riche en ulvanes désulfatés par une méthode chimique, 
nous  avons  cherché  à  connaître  la  variabilité  de  la  richesse  en  soufre  en  fonction  des  récoltes 
d’algues effectuées au cours de différentes campagnes de collecte afin d’obtenir des récoltes plus ou 
moins  riches  en  soufre  et  d’étudier  le  rôle  du  taux  de  sulfatation  dans  l’activité  biologique  des 
ulvanes. Ainsi,  trois  récoltes d’algues vertes espacées dans  le  temps ont été  réalisées au cours de 
l’année 2007 (semaine 30, 38 et 45). Si les fractions insolubles à l’EtOH obtenues à partir des récoltes 
0730001 et 0745003 présentent un  taux de  sulfatation proches,  respectivement de 5.39%±0.15 et 
5.59±0.15, celle obtenue à partir de  la récolte 0738002 est beaucoup plus riche en soufre, avec un 
taux  de  7.94±0.19. Cependant,  les quantités  en  autres  composants  essentiels des ulvanes  varient 
aussi de manière significative, ne permettant pas de tester l’effet du taux de sulfatation sur l’activité 
biologique. 
 
   Ce  travail  initie  l’étude  de  la  relation  structure‐fonction  chez  les  ulvanes.  Il  semblerait  que 
l’activité biologique de ce polysaccharide de très haut poids moléculaire dépend de son degrée de 
polymérisation.  
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Tableau1‐3‐ Composition des extraits bruts d'algue verte selon les récoltes. 
n° récolte  % MS (a)  acide uronique (b)  protéine (c) 
0625001  4.7  100  130 
0730001  5.5  130  235 
0738002  4.9  50  85 
0743003  5.0  95  130 
0830001  7.0  25  90 
0845002  3.0  50  95 
(a) % après lyophilisation de l’extrait obtenu de 100g d’algue fraîche 
(b) dosage par la méthode de Blumenkrantz, exprimé en mg.g‐1 
(b) dosage par la méthode de Lowry, exprimé en mg.g‐1
 
 
 
 
Tableau1‐4‐ Composition des fractions insolubles à l'EtOH selon les récoltes d'algues. 
 
n° récolte  acide uronique (a)  protéine (b) 
0625001  136  34 
0730001  145  95 
0738002  97  24.5 
0743003  100  32 
0830001  85  31.9 
0845002  125  19.6 
(a) dosage par la méthode de Blumenkrantz, exprimé en mg.g‐1 
(b) dosage par la méthode de Nessler, exprimé en mg.g‐1 
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4‐ Variabilité de la composition et de l’activité biologique selon les récoltes. 
 
La  composition  des  algues  vertes  varie  en  fonction  des  conditions  environnementales  dans 
lesquelles  elles  se  développent  comme  la  température,  la  luminosité  et  la  disponibilité  en 
nutriments. Ainsi, en fonction des récoltes d’algues vertes fraîches, la composition des extraits qui en 
sont  issues est  susceptible de varier. Afin d’évaluer cette variabilité,  six  récoltes  réalisées  sur  trois 
années ont été analysées. Par la suite, les récoltes ont été associées à un identifiant à 7 chiffres dont 
les deux premiers correspondent à l’année, les deux suivants à la semaine de ramassage des algues 
vertes fraîches sur le rivage et les trois derniers au numéro de la récolte de l’année considérée. Enfin, 
un  lien entre  la composition chimique des fractions  insolubles à  l’EtOH et  leur activité biologique a 
été recherché afin de déterminer des critères pertinents pour standardiser leur production. 
 
4‐1‐ Caractérisation chimique des extraits issus de différentes récoltes. 
 
4‐1‐1‐ Extraits bruts. 
 
Tout d’abord,  le  taux de matière  sèche des  extraits bruts d’algues  vertes  issus des différentes 
récoltes  a  été  évalué  et  varie  entre  3%  et  7%  (Tableau1‐3).  De  même,  les  quantités  d’acides 
uroniques  et  de  protéines  varient  de manière  très  importante.  Par  exemple,  un  des  extrait  bruts 
contient  très peu d’acides glucuroniques, 25mg.g‐1, alors que d’autres ont une composition proche 
de  l’extrait brut  initialement étudié,  supérieure à 100mg.ml‐1. Bien que  l’on ne connaisse pas bien 
l’origine de ces variations de  la composition de  l’extrait brut d’algue verte selon  les  récoltes,  il est 
nécessaire d’évaluer son impact sur la composition de la fraction insoluble à l’EtOH. 
 
4‐1‐2‐ Fractions insolubles à l’EtOH. 
 
La  composition  de  la  fraction  insoluble  à  l’EtOH montre  que,  à  l’exception  d’une  récolte,  les  
quantités  de  protéines  varient  entre  20mg.ml‐1  et  34mg.ml‐1,  et  que  celles  d’acides  uroniques 
oscillent  entre  85mg.ml‐1  et  145mg.ml‐1  (Tableau1‐4).  Les  proportions  entre  les  protéines  et  les 
acides glucuroniques sont donc corrélées.  
L’analyse des  trois  fractions  insolubles  à  l’EtOH  réalisées  à partir des  récoltes de  2007  a  aussi 
consisté à en doser  les quantités de soufre, faire  leur spectre  infrarouge et déterminer  la taille des 
molécules  par  chromatographie  d’exclusion  stérique.  Ainsi,  les  quantités  de  soufre  des  fractions 
insolubles à l’EtOH issues des récoltes 0730001 et 0745003 sont de 54mg.ml‐1 et 56mg.ml‐1,  
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Fig1‐14‐  Distribution  des  molécules  riches  en  acides  uroniques  selon  leur  poids  moléculaire. 
L’analyse est réalisée par chromatographie d’exclusion sur colonne Sepharose CL 6B. 
 
 
 
 
 
Fig1‐15‐ Lien entre  la composition de  l’extrait brut d’algue verte et  la fraction  insoluble à  l’EtOH. 
Les relations entre les quantités (A) de protéines et (B) d’acides uroniques présentes dans les extraits 
bruts et les fractions insolubles à l’EtOH ont été déterminées. 
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respectivement,  alors  que  celle  de  la  fraction  issue  de  la  récolte  0738002  est  plus  élevée,  soit 
79mg.ml‐1. 
Les  spectres  infrarouges  (non présentés)  sont  assez  similaires  à  celui de  la  fraction  insoluble  à 
l’EtOH (Fig1‐5‐B). Cependant, certains pics d’absorption du spectre de  la fraction  issue de  la récolte 
0730001  sont moins  bien  dessinés,  si  bien  qu’aucun  signal  n’est  associé  à  la  longueur  spectrale 
correspondant à la liaison S=O. Enfin, le profil des molécules composant ces fractions selon leur taille 
diffère aussi. Comme présenté  sur  le graphique  (Fig1‐14),  la  fraction  insoluble à  l’EtOH  issue de  la 
récolte 0730001  contient des molécules de plus de 400kDa, d’autres d’environ 50kDa  et d’autres 
inférieurs à 10kDa. Dans le cas de la fraction issue de la récolte 0745003, le profil est proche de celui 
observé pour la fraction issue de la récolte de 2004, avec essentiellement de très grosses (>400kDa) 
et grosses  (>40kDa) macromolécules  (Fig1‐10), bien que ces deux populations de molécules  soient 
moins séparées.  
 
4‐1‐3‐  Relation  entre  la  composition  des  fractions  insolubles  à  l’EtOH  et  celle  des  extraits  bruts 
d’algue verte. 
 
La comparaison entre la composition chimique de l’extrait brut d’algue verte et celle de la fraction 
insoluble à  l’EtOH  issue de  la même récolte a été réalisée en utilisant  les quantités de protéines et 
d’acides  uroniques  (Fig1‐15).  Cette  comparaison montre  que  les  quantités  de  ces  deux  types  de 
molécules sont corrélées. Les variations ont donc pour origine la première phase de production des 
extraits et pourraient dépendre de la composition et de la qualité de conservation des algues vertes.   
 
4‐2‐ Activité biologique des fractions insolubles à l’EtOH selon les récoltes d’algues vertes. 
 
Afin de savoir si  les variations  importantes de  la composition chimique de  la fraction  insoluble à 
l’EtOH pouvaient modifier  leur activité biologique,  les six  fractions précédentes ont été testées par 
les  deux  bio  essais  développés  chez  le  tabac  et  l’arabette.  Toutes  ces  fractions  sont  capables 
d’induire  l’expression  du  gène  codant  une  lipoxygénase matérialisée  par  l’activité  glucuronidase 
(Fig1‐16‐A). Toutes  induisent également une augmentation  transitoire de  la concentration calcique 
cytoplasmique  chez  l’arabette  (Fig1‐16‐B).  Toutefois,  l’intensité  des  réponses  observées  dans  ces 
deux bio essais varie entre les fractions bien qu’elles soient toutes utilisées à 1mg.ml‐1. Par exemple, 
la fraction issue de la récolte 0625001 est la moins active dans les deux bio essais. Ainsi, lorsque l’on 
effectue une courbe dose‐réponse avec  les  fractions  issues des  récoltes 0730001 et 0625001 chez 
l’arabette, des variations calciques sont observées en réponse à la première fraction jusqu’à  
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Fig1‐16‐  Activité  biologique  des  fractions  insolubles  à  l’EtOH  extraites  de  différentes  récoltes 
d’algues vertes, réalisées en 2006, 2007 et 2008. (A) Activité glucuronidase mesurée trois jours après 
l’infiltration des feuilles de tabac P1LOX::GUS par de l’eau (témoin négatif), l’extrait de Phytophthora 
parasitica P2  (contrôle positif, 50µg.ml‐1) et  les  fractions  insolubles à  l’EtOH  (1mg.ml‐1).  (B) Mesure 
des  concentrations  calciques  cytoplasmiques  chez  des  plantes  d’arabette  après  l’ajout  des 
différentes fractions à 1mg.ml‐1. 
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l’utilisation  de  celle‐ci  à  100µg.ml‐1,  alors  que  la  seconde  fraction  n’est  active  que  jusqu’à  une 
concentration de 500µg.ml‐1. 
   
Bien qu’il soit difficile à partir de ces fractions de déterminer les éléments chimiques essentiels 
à leur activité biologique du fait que la composition de nombre d’entre eux varie simultanément, il 
semble nécessaire d’uniformiser  leur composition. Ainsi,  les molécules de petites tailles  (<40kDa) 
pourraient  être  éliminées  sans  affecter  l’activité  biologique  des  fractions.  De  plus,  un  taux  de 
sulfatation élevé comme celui de la fraction issue de la récolte 0738002, n’augmente pas l’activité 
biologique. D’après nos résultats, toutes ces fractions de composition chimique variable présentent 
un  certain niveau d’activité biologique dont  il  sera nécessaire d’évaluer ultérieurement  l’activité 
protectrice vis‐à‐vis d’une maladie végétale.  
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Discussion 
 
1‐  L’identification  de  la  (des)  molécule(s)  active(s)  à  partir  d’un  extrait 
complexe. 
 
Les matériaux  biologiques  qui  sont  sources  de molécules  élicitrices  des  réponses  de  défense 
végétales tels que le mycélium de champignons, des filtrats de culture liquide de microorganismes ou 
encore des algues entières sont souvent de composition complexe. A partir des algues, sont produits 
des extraits bruts via différentes techniques d’extraction précédées ou non d’une hydrolyse chimique 
ou  enzymatique.  Lorsqu’une  préparation  possède  une  activité  biologique  intéressante,  la  (ou  les) 
molécule(s) responsable(s) est (sont) recherchée(s) par fractionnement. Diverses méthodes peuvent 
être mises  en œuvre  pour  fractionner  un  extrait  brut  en  fonction  de  la  nature  des molécule(s) 
recherchée(s) et du niveau de pureté souhaité. Les plus simples séparent  les composés de  l’extrait 
brut  selon  leurs  propriétés  de  taille  et/ou  de  charge  par  filtration  et/ou  précipitation.  D’autres 
méthodes plus complexes peuvent être utilisées comme la chromatographie en phase liquide à haute 
performance (HPLC).  
 
Dans  le cadre de cette étude,  la recherche de molécules active a été effectuée à partir d’algues 
vertes  récoltées  dans  la  baie  de  St  Brieuc,  essentiellement  de  l’espèce  responsable  des marées 
vertes, Ulva armoricana. Un extrait brut a été  réalisé via une extraction à  l’eau chaude des algues 
lavées et finement broyées sans autre traitement préalable. Cet extrait brut d’algue verte est capable 
d’induire  certaines  réponses de défense  chez Medicago  truncatula  (Cluzet,  et al. 2004),  ainsi que 
l’expression  d’un  gène  codant  une  lipoxygénase  chez  le  tabac  et  des  modifications  de  la 
concentration calcique cytoplasmique chez  l’arabette. Par comparaison à un extrait brut obtenu de 
manière  similaire à partir d’algues brunes du genre  Laminaria, éliciteur de défense  chez  certaines 
plantes, dont le tabac (Klarzynski, et al. 2000), l’extrait d’algues vertes représente 5,6% de la matière 
sèche  (MS)  initiale  contre  environ  10%  de  la  MS  pour  celui  provenant  d’algues  brunes. 
L’identification  chimique  des  composés  de  ces  extraits  bruts  d’algue  montre  qu’ils  sont 
essentiellement composés de sucres :  l’extrait d’algue brune est très riche en molécules de glucose 
associées entre elles par des  liaisons β‐(1,4) et β‐(1,6) afin de  former un polysaccharide de réserve 
appelé laminarine. L’extrait d’algue verte, que nous avons préparé, est très riche en rhamnose, acide 
uronique  et  soufre,  soit  trois molécules  connues  pour  être  associées  entre‐elles  pour  former  un 
polysaccharide anionique sulfaté complexe nommé ulvane, présent au sein de la matrice des parois 
cellulaires de ces algues (Lahaye and Robic 2007). 
 134 
 
   
 135 
 
 
Afin d’enrichir  l’extrait brut en ulvanes,  il a ensuite été  traité à  l’éthanol, connu pour précipiter 
des polysaccharides de même type. La composition chimique de  la  fraction  insoluble à  l’EtOH ainsi 
obtenue correspond à celle des ulvanes, en particulier les proportions entre les différents sucres sont 
retrouvées (Lahaye and Robic 2007). Cette étude a aussi permis de montrer que l’activité biologique 
de  l’extrait d’algue verte est due à  la présence d’ulvanes et non pas à celle de protéines résiduelles 
difficiles à éliminer.  
 
2‐ Le degré de polymérisation des ulvanes. 
 
Les ulvanes sont des macromolécules de poids moléculaire élevé, très complexes de par la nature 
et les liaisons entre les oses qui les constituent et leur caractère anionique. Toutefois, il est possible 
que  seul  un motif moléculaire  de  cette  structure  soit  responsable  de  son  activité  biologique,  qui 
pourrait contenir le dimère de base.  
 
Dans l’optique d’approcher un tel motif, une première étape consiste généralement à déterminer 
le degré de polymérisation minimal de  la molécule nécessaire à sa perception. Ainsi,  l’isolement de 
fractions  de  poids moléculaire  bien  défini  à  partir  de  la  fraction  insoluble  à  l’EtOH  très  riches  en 
ulvanes, a permis de montrer que les molécules de plus de 40kDa, soit d’un degré de polymérisation 
(DP) d’environ 100 si on considère les ulvanes comme une chaîne linéaire d’acides aldobiouroniques, 
sont  capables  d’activer  certaines  réponses  de  défense  contrairement  aux  molécules  de  poids 
moléculaire plus faible, 6‐4kDa, qui présentent un degré de polymérisation dix fois moins important.  
De nombreux  éliciteurs dérivent de macromolécule polysaccharidique, qu’elles  soient d’origine 
microbienne, la chitine, ou d’origine végétale telle que la pectine et la cellulose ou encore d’origine 
algale comme  les fucanes,  les carraghénanes et  la  laminarine. Or, à partir de ces molécules ont été 
identifiés des motifs de faible degré de polymérisation capables d’induire des réponses de défense 
chez  les plantes.  Par  exemple,  les motifs  caractérisés  à partir  des polysaccharides  algaux  cités  ci‐
dessus présentent des degrés de polymérisation variant entre 5 pour la laminarine (Klarzynski, et al. 
2000) et 10 pour  les fucanes (Klarzynski, et al. 2003). Généralement, ces oligosaccharides sont plus 
actifs que  les polysaccharides dont  ils sont  issus. Notamment,  l’induction de  l’activité  laminarinase 
par les κ‐carraghénanes chez des cultures cellulaires de Rubus fruticosus est maximale en réponse à 
des oligomères de DP3, bien qu’une  réponse  soit  toujours observée en présence de molécules de 
DP8 et même de DP1600 (Patier et al. 1995). Des réponses DP‐dépendantes ont aussi été observées 
lors de l’utilisation de la chitine, des cellodextrines, des OGAs et de la laminarine (Aziz, et al. 2003).  
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Lors de cette étude, portant  sur  l’expression de huit gènes de défense en  fonction du DP de  trois 
types oligosaccharides, il s’est avéré que le DP capable d’induire le plus fortement l’expression d’un 
gène dépend de  la nature du gène considéré. Ceci suggère qu’une meilleure efficacité est atteinte 
lorsqu’on utilise un mélange de molécules présentant divers DP (Ramonell, et al. 2005). 
Concernant les ulvanes, leur efficacité élicitrice chez le tabac est équivalente pour des molécules 
de DP≈1000 et DP≈100. De manière  surprenante,  la  fraction de DP≈10 n’est pas active  chez  cette 
plante alors que des molécules encore plus petites, le dimère, sont actives chez des cellules animales 
(Leiro et al. 2007). Il est possible que l’inefficacité de ces molécules d’ulvanes de plus petite taille ne 
soit pas directement  liée à  leur DP, mais plutôt à des modifications de  leur structure bi‐ et/ou  tri‐
dimensionnelle.  
 
3‐ La conformation tridimensionnelle des ulvanes. 
 
Le  traitement  chimique  réalisé  pour  obtenir  les  fragments  de  DP≈10  a  pu  couper 
préférentiellement certaines liaisons osidiques, en particulier les liaisons α entre les oses constitutifs 
des ramifications qui sont plus accessibles. Parmi  les oligosaccharides éliciteurs, certains comme  la 
laminarine et  l’hepta‐β‐glucane de Phytophthora, sont ramifiés ; mais  le rôle des ramifications n’est 
pas bien  connu. Tandis que  la  laminarine  induit une activité phénylalanine ammonia‐lyase  chez  le 
tabac, l’hepta‐β‐glucane n’induit pas cette réponse (Klarzynski, et al. 2000). Une différence entre ces 
deux  molécules  est  l’enchaînement  des  résidus  et  la  fréquence  des  ramifications  dont  dépend 
l’exposition  de  la  chaine  linéaire  de  la  molécule.  La  conformation  tridimensionnelle  des 
oligosaccharides peut également  influencer  leur activité. Notamment  les OGA, en solution aqueuse 
retrouvent après un  certains  temps une  conformation dite en « boite à œuf »,  comme  celle de  la 
pectine. Sous  cette  forme,  les OGAs  sont perçus non  seulement au niveau des  jonctions entre  les 
« boîtes  à œuf », mais  aussi  à  leur  extrémité  et  induisent  une  plus  forte  alcalinisation  du milieu 
extracellulaire que les formes linéaires chez des cultures cellulaires d’arabette (Cabrera, et al. 2008). 
La conformation 3D des ulvanes n’est pas très bien connue. Toutefois, les chaines linéaires formées 
de  la répétition d’un des deux types d’acide aldobiouronque présentent des conformations de type 
hélicoïdal  avec une distance entre dimères de 7.4  à 9.9 Ä  (Paradossi  et al. 1999). Cette  structure 
ordonnée est  suffisamment  flexible pour être modifiée, en particulier  lors d’interactions  avec des 
cations au niveau des charges négatives. Au cours de l’étude de la structure 3D des macromolécules 
d’ulvanes,  Robic  et  ses  collaborateurs  n’ont  pas  retrouvé  ces  structures  hélicoïdales mais  ils  ont 
montré que  les ulvanes de poids moléculaires d’environ 100kDa  forment des petites billes  isolées, 
avec les charges négatives exposées à leur surface, qui peuvent s’agréger entre elles lorsque la taille  
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des molécules augmente (Robic et al. 2009).  Il est possible que de telles structures ne puissent pas 
être mises en place avec des molécules de plus petite  taille  (10kDa) expliquant ainsi  la différence 
d’activité biologique. 
 
4‐ Le caractère polyanionique des ulvanes. 
 
Un  autre point  important dans  l’étude  structure/fonction  des ulvanes  concerne  le  rôle de  son 
caractère  polyanionique,  et  plus  particulièrement  le  rôle  des  groupements  sulfates.  En  effet, 
différentes  études  réalisées  avec  plusieurs  éliciteurs  montrent  que  ces  groupements  seraient 
essentiels à  l’activité biologique de telles molécules. Par exemple,  les trois types de carraghénanes, 
kappa,  iota  et  lamda,  qui  présentent  respectivement  un,  deux  et  trois  groupements  sulfate  par 
dimère, ne présentent pas la même activité biologique (Patier, et al. 1995). Chez des protoplastes de 
Rubus  fruticosus,  les  κ‐carraghénanes  induisent  plus  fortement  l’activité  phénylalanine  ammonia‐
lyase que les deux autres formes. La sulfatation de la laminarine modifie aussi son activité biologique 
(Menard, et al. 2004, Trouvelot, et al. 2008). Concernant les ulvanes, Leiro et ses collègues ont mis en 
évidence que la forme désulfatée perd sa capacité à activer l’activité des macrophages in vitro (Leiro, 
et al. 2007). Malheureusement, nous n’avons pas pu  tester  le  rôle des groupements  sulfates dans 
l’activité biologique des ulvanes  chez  les plantes en  raison d’une désulfatation  insuffisante de nos 
échantillons. 
 
5‐ Comment  identifier  le motif moléculaire minimal des ulvanes responsable 
de l’activité élicitrice ? 
 
Les ulvanes sont des molécules complexes riches en oses, retrouvés également au sein d’autres 
éliciteurs glucidiques. A  titre  illustratif,  les acides glucuronique et  iduronique sont présents au sein 
des  pectines  de  type  rhamnogalacturanes  I  et  au  sein  des  glycosaminoglycanes,  alors  que  le 
rhamnose est l’un des résidus constituants les liposaccharides. De plus, ces oses sont associés par des 
liaisons de type β‐(1,4) et α‐(1,4), deux types de  liaisons aussi rencontrées seules ou en association 
chez d’autres éliciteurs.  Ici, nous avons seulement  initié une étude des relations structure/fonction 
car nous avons été confrontés à la difficulté d’obtenir des fractions pures que l’on puisse caractériser 
de façon exhaustive. L’obtention de telles fractions peut être réalisée par des techniques chimiques 
poussées, mais le processus est long, coûteux, et d’un rendement trop faible pour réaliser des tests 
biologiques.  Une  alternative  est  l’utilisation  d’enzymes,  d’origine microbienne,  capables  de  lyser 
spécifiquement certaines liaisons. Ainsi, une ulvane lyase isolée depuis des bactéries marines permet  
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d’hydrolyser  les  liaisons  entre  le  rhamnose  et  les  acides  glucururonique  et  iduronique  selon  une 
réaction de β‐élimination (Lahaye et al. 1997). Cependant, son activité est rapidement inhibée par les 
produits  libérés. Plus récemment, une autre enzyme de  la même famille a été  isolée d’une bactérie 
du genre Ochrobactrum et serait plus efficace (Elboutachfaiti et al. 2009). Ainsi, le motif moléculaire 
minimal nécessaire pour  induire  les réponses de défense des plantes, aussi appelé MAMP, pourrait 
être identifié.  
 
6‐  Comment  améliorer  et  standardiser  la  production  d’un  produit  à  partir 
d’une ressource naturelle comme les algues vertes? 
 
D’un point de vue industriel, il est nécessaire de mettre au point un protocole d’extraction simple 
et efficace pour obtenir  l’éliciteur à partir de  la matière première, soit dans notre cas  les ulvanes à 
partir des algues vertes fraîches. Lors de  l’extraction à  l’eau chaude réalisée dans  le cadre de cette 
étude, le rendement est d’environ 5% de la matière sèche de départ. Pour améliorer les rendements 
lors  de  l’extraction  des  ulvanes,  Lahaye  et  ses  collaborateurs  effectuent  d’abord  une  hydrolyse  à 
l’aide d’acide sulfurique, puis une extraction en milieu alcalin avec du bicarbonate de sodium (Lahaye 
et  al.  1999).  Elboutachfaiti  et  al  ont  aussi  mis  au  point  un  protocole  d’extraction  permettant 
d’améliorer  significativement  le  rendement  puisqu’ils  extraient  17.5%  de  la  MS  initiale 
(Elboutachfaiti,  et  al.  2009).  Cependant,  cette  extraction  fait  intervenir  des  solvants  tels  que 
l’éthanol, l’acétone et le chloroforme peu compatibles avec un procédé industriel tant d’un point de 
vue  économique  qu’environnemental.  De  plus,  une  étude  récente  montre  que  les  techniques 
d’extraction  utilisées  influencent  la  composition  des  extraits  avec  des  différences  significatives 
observées au niveau des rendements d’extraction, de la pureté des extraits, de la masse molaire des 
ulvanes et du  taux de  sulfatation  (Robic, et al. 2009),  soulignant ainsi un autre point essentiel qui 
concerne la standardisation de la production afin d’en assurer la qualité. 
 
D’autres  facteurs  que  le  type  d’extraction  affectent  la  qualité  des  extraits  riches  en  ulvanes, 
notamment  le mode  de  conservation  des  algues  vertes.  En  effet,  les  ulvanes  sont  extraits  d’une 
source naturelle dont la composition chimique varie selon les récoltes en fonction des espèces, mais 
surtout  selon  les  conditions  environnementales.  Lors  d’un  travail  de  synthèse  des  données  de  la 
littérature,  Lahaye  et  ses  collaborateurs  ont  estimé  que  les  quantités  d’acides  uroniques  et  de 
rhamnose varient du simple au triple, soit entre 6.5% à 19% de  la MS pour  les acides uroniques et 
entre  16.8%  et  45%  pour  le  rhamnose  (Lahaye  and  Robic  2007).  Ces  variations  sont  encore  plus 
importantes pour les éléments mineurs comme l’acide iduronique, le xylose et le glucose. Il semble  
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donc nécessaire de suivre la qualité des différents extraits produits. Cela pourrait être réalisé grâce à 
la caractérisation chimique des extraits. Cependant, on ne dispose pas d’un moyen de caractérisation 
précis,  rapide  et  simple  de  la  composition  des  ulvanes  car  des  points  de  blocage  techniques 
persistent et on ne connait pas bien  le  lien entre  la composition et  l’activité des ulvanes puisque  le 
motif  éliciteur  minimum  n’a  pas  encore  été  identifié.  Une  méthode  envisageable  pour  vérifier 
l’activité  des  différents  lots  de  production  est  l’utilisation  de  bio  essais.  En  effet,  si  les  résultats 
obtenus par les deux bio essais présentés dans cette partie, réalisés chez le tabac et l’arabette, sont 
corrélés à l’activité protectrice des extraits au champ vis‐à‐vis de maladies d’intérêt agronomique, ils 
pourraient être utilisés pour contrôler la qualité des extraits. 
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Matériels et Méthodes 
 
1‐ Matériel biologique. 
 
1‐1‐Les plantes. 
 
1‐1‐1‐ Nicotiana tabacum. 
 
Des  plantes  de  tabac  transgéniques  contenant  une  construction  P1LOX::GUS  formée  de 
l'association du promoteur d'un gène de lipoxygénase de tabac et de la région codante du gène de la 
β‐glucuronidase d'E. coli (Fammartino et al, 2010), ont été utilisées. 
Les graines de tabac sont semées sur de la terre (Jiffy), puis placées en chambre froide pour leur 
vernalisation  (4°C,  2j)  avant  d’être  transférées  en  chambre  de  culture  (16h  de  jour  à  25°C,  8h 
obscurité à 20°C) pour germination et développement jusqu'à leur utilisation. 
 
1‐1‐2‐ Arabidopsis thaliana. 
 
L’écotype No‐0 d’Arabidopsis  thaliana a été  transformé par Agrobacterium  tumefaciens afin de 
transférer une construction placée dans le plasmide pMAQ2 formée de l’association d’un promoteur 
constitutif  (35S)  et  de  la  séquence  codant  du  gène  de  méduse,  Aequorea  victoria,  codant 
l’apoaequorine (Knight et al. 1991, Sedbrook, et al. 1996).  
Les graines d’arabette transgéniques aimablement fournies par le Dr C. MAZARS sont stérilisées à 
l'eau de  javel  (1,2°) et à  l’éthanol  (50%), vernalisées  (2j, 4°C) puis  semées en conditions  stériles  in 
vitro  (16h/8h,  40%,  23°C)  sur  du  milieu  liquide  de Murashige  et  Skoog  (MS,  Sigma)  enrichi  en 
saccharose  (10g.l‐1).  Les  plantes  sont  cultivées  ainsi pendant  10j  en  chambre de  culture  (lumière 
continue, 25°C). 
 
1‐2‐Les algues vertes. 
 
Les algues vertes  responsables des marées vertes dans  la baie de St Brieux ont été utilisées.  Il 
s'agit d'algues du genre Ulva, essentiellement de  l’espèce U. armoricana. Elles sont  ramassées par 
l’entreprise Biotechmarine dès  leur échouage sur  le rivage. Elles sont récoltées durant  les périodes 
de forts échouages, c'est‐à‐dire après le mois de juillet, et utilisées immédiatement. 
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2‐ Bio essais d’élicitation. 
 
2‐1‐ Bio essais LOX ::GUS sur tabac. 
 
Les infiltrations ont été réalisées sur des feuilles complètement développées des plantes de tabac 
cultivées depuis 5 semaines. Les solutions infiltrées (100µl) sont de l’eau comme témoin négatif, un 
extrait pariétal de P. parasitica à 30µg.ml‐1 comme contrôle positif et les différentes fractions issues 
de l’extrait brut d’algue verte à 1mg.ml‐1. Les tissus infiltrés, d’au moins cinq plantes, ont été récoltés 
après  3  jours  afin  de  révéler  l'activité  β‐glucuronidase  in  situ,  et  par  dosage,  comme  décrit  par 
Jefferson (1987).  
Les révélations in situ ont été réalisées par incubation des tissus infiltrés avec un substrat de la β‐
glucuronidase,  le  X‐glucuronide  (Eurogentec),  puis  décoloration  avec  de  l'éthanol,  avant 
photographie.  
L’activité  enzymatique  de  la  β‐glucuronidase  a  été mesurée  par  fluorométrie  sur  les  extraits 
protéiques  issus des tissus  infiltrés (Jefferson et al. 1987). Brièvement, 100mg de tissus sont broyés 
dans 100µl de tampon GUS (100mM NaH2PO4, pH 7.0, 10mM EDTA) auquel à été ajouté du TritonX‐
100  (0,1%) et du  β‐mercaptoéthanol  (10mM).  Le  substrat  (1mM) de  la    β‐glucuronidase  (4‐methyl 
umbelliferyl glucuronide, Sigma) est ensuite ajouté à 25µl de l’extrait protéique dans un volume total 
de  200µl.  La  fluorescence  émise  a  été mesurée  toutes  les  5 minutes  pendant  90 minutes  à  37°C 
(excitation à 360nm, émission 460nm). Parallèlement,  la quantité de protéines de chaque extrait a 
été mesurée par  la méthode de Bradford.  L’ensemble de  ces données,  a  été utilisé pour  calculer 
l’activité spécifique de la glucuronidase exprimée en nkatal.mg‐1. 
 
2‐2‐ Bio essais calcium sur arabette. 
 
Les  plantes  transgéniques  d’arabette  âgées  de  10  jours  sont  placées  3  par  3  dans  des  petites 
boîtes de Petri (30mm de diamètre), submergées par 500µl de coelenterazine (Interchim, France) à 
2µM  et  placées  à  l’obscurité  pendant  une  nuit  à  température  ambiante  afin  que  les  aequorines 
fonctionnelles se reconstituent. La coelenterazine est retirée avant  l’élicitation des plantes qui sont 
alors placées dans un  luminomètre  (Lumat LB9507, Berthold, Bad Wildbad, Germany). Après 2min, 
les éliciteurs dissous dans 500µl de milieu MS  liquide sont ajoutés: fractions  issues de  l’extrait brut 
d’algue  verte  à  1mg.ml‐1  ou  500µg.ml‐1, milieu MS  seul  (témoin  négatif), OGAs  de  DP7‐10  à  100 
µg.ml‐1  utilisés  comme  contrôle  positif  (fournis  par  le Dr.  C. Mazars, UMR5546).  La  luminescence 
mesurée pendant 20 minutes après l'ajout d'éliciteurs, reflète l'association à l'aequorine du calcium  
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libéré dans la plante en réponse à ces molécules. A la fin de l’expérience, les aequorines résiduelles 
sont relarguées en ajoutant 1ml de tampon de lyse (10mM CaCl2, 2% Novidet P‐40, 10% éthanol). Les 
données de luminescence sont transformées en concentration calcique cytoplasmique par l’équation 
suivante,  [Ca2+] =  {(L/Lmax)1/3 +  [KRT  (L/Lmax)1/3]‐1/{ KR‐  ‐  [KR  (L/Lmax)1/3} avec des valeurs de 
7.106 et 118 M‐1 pour KR et KRT,  respectivement  (Allen et al. 1977). L correspond à  l’intensité de 
luminescente par seconde et Lmax est la luminescence totale mesurée tout le long de l’expérience.  
 
3‐ Préparation d’extraits d’algues vertes. 
 
3‐1‐ Solubilisation. 
 
Le matériel végétal récolté frais est rincé à  l’eau, broyé et autoclavé, à raison de 100mg pour 1l 
d’eau, pendant 2h à 90°C, soit une pression de 1.97 bar. Après refroidissement, le mélange est filtré 
sur verre fritté G2 recouvert d’une toile de nylon de 80µm de porosité. Le filtrat, ensuite  lyophilisé, 
constitue « l’extrait brut d’algue verte ». 
 
3‐2‐ Précipitation fractionnée. 
 
Après avoir  resuspendu  l’extrait brut d’algue verte dans de  l’eau, on ajoute de  l'éthanol absolu 
anhydre  (EtOH) pendant 48h à  ‐20°C, à raison de 2,5 vol.pour 1 vol. d'extrait. Le matériel précipité 
par l'éthanol et le matériel soluble sont séparés par filtration sur verre fritté G2, puis lyophilisés . Ils 
sont respectivement nommés « fraction soluble à l’EtOH » et « fraction insoluble à l’EtOH ». 
 
3‐3‐ Fractionnements additionnels. 
 
3‐3‐1‐ Sonication. 
 
La fraction EtOH insoluble (20 mg) a été traitée aux ultrasons (20kHertz, 2x3min) dans le formiate 
d'ammonium 100mM afin de la scinder potentiellement en fragments plus petits. 
 
3‐3‐2‐ Hydrolyse à l'acide trifluoroacétique. 
 
La  fraction EtOH  insoluble  (120 mg) a  subi une hydrolyse partielle par  le TFA 100mM  (60ml) à 
100°C,1h . 
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3‐3‐3‐ Déprotéinisation. 
 
Afin  d’éliminer  les  protéines  de  l'extrait  insoluble  EtOH,  des  techniques  chimiques  et 
enzymatiques ont été mises en œuvre. Ainsi, cette fraction a été traitée à la soude (NaOH, 50mM), à 
température ambiante pendant 16h;après neutralisation avec de l'HCl, le milieu est dialysé contre de 
l'eau. La fraction EtOH insoluble a aussi été traitée par les protéases trypsine et pronase (Sigma). La 
quantité d’enzyme utilisée est de 100mg par gramme de  fraction  insoluble à  l’EtOH. La réaction se 
déroule  à 37°C pendant 16h dans un  tampon 100mM de bicarbonate d’ammonium,  auquel  à été 
ajouté du CaCl2 5mM dans le cas de l' hydrolyse par la pronase. Suite à ces trois types de traitements, 
le mélange réactionnel est centrifugé pour séparer les parties solubles et insolubles, qui sont ensuite 
lyophilisées séparément.  
 
4‐ Techniques physicochimiques. 
 
4‐1‐ Chromatographie d’exclusion stérique. 
 
La  taille  des  molécules  présentes  dans  l’extrait  brut  d’algue  verte,  les  fractions  solubles  et 
insolubles à l’EtOH, a été déterminée en chromatographie d’exclusion stérique liquide à l’aide d’une 
colonne TSK 640000 ou Sepharose CL 6B (25×2,6cm) calibrée grâce à des standards de dextran dont 
la  taille  varie  entre  10  et  1500  KDa.  Après  élution  avec  du  formiate  d’ammonium  à  100mM,  la 
proportion des molécules selon  leur masse molaire a été déterminée en dosant  la quantité d’acide 
uronique dans chaque fraction en sortie de colonne par la méthode de Blumenkrantz (Blumenkrantz 
and Asboe‐Hansen 1973).  
Les molécules issues de la fraction insoluble à l’EtOH dont la taille était comprise entre 400kDa et 
600kDa  ont  été  rassemblées,  puis  lyophilisées  pour  former  la  fraction  600‐400kDa.  A  partir  du 
mélange  obtenu  par  sonication,  les  molécules  de  taille  comprise  entre  40  et  60  kDa  ont  été 
sélectionnées et  lyophilisées. La taille des molécules présentes dans  la fraction traitée au TFA a été 
évaluées par filtration sur biogel P4 en utilisant le même éluant, le formiate d’ammonium à 100mM; 
les molécules de taille inférieure à 10KDa ont été récupérées et lyophilisées.  
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4‐2‐ Spectrométrie infrarouge. 
 
Le spectre  infrarouge de chaque fraction a été effectué à partir de quelques milligrammes de  la 
poudre  lyophilisée  correspondante.  L’objectif  était  d’identifier  les  fonctions  chimiques  présentes 
dans le produit. 
 
4‐3‐ Electrophorèse et western‐blot. 
 
Les échantillons à analyser ont été dissous dans de  l’eau, puis 20µl ont été déposés  sur gel de 
polyacrylamide  (gel de séparation 12,5%, gel de concentration 4,8%) pour en séparer  les protéines 
par  électrophorèse;  une  coloration  au  bleu  de  Coomassie  a  ensuite  été  effectuée.  Les 
électrophorèses   pour western blot ont été réalisées dans  les mêmes conditions;  les protéines ainsi 
séparées  ont  été  transférées  sur  une membrane  de  nitrocellulose  afin  d’être  analysées  avec  des 
anticorps  polyclonaux.  Les  deux  types  d’anticorps  utilisés  reconnaissent  les HRGP  (hydroxyproline 
rich glycoprotein) et les HRP (hydroxyproline rich protein) de plantes. L’incubation avec les anticorps 
a  été  réalisée  pendant  une  nuit  à  4°C  avec  une  dilution  au millième.  La  révélation  des  protéines 
présentes au sein des échantillons et capables de lier ces anticorps a été réalisée grâce à l’utilisation 
d’un deuxième anticorps anti‐lapin couplé à la phosphatase alcaline 
 
5‐ Techniques analytiques. 
 
5‐1‐ Analyse chimique globale des fractions. 
 
L’analyse chimique globale des fractions d'intérêt consiste à en déterminer  la matière sèche, en 
doser  les acides uroniques,  les protéines et  le  soufre.  Le  taux de matière  sèche des extraits bruts 
d’algue  verte  a  été  déterminé  en  faisant  le  rapport  entre  les masses mesurées  avant  et  après 
lyophilisation  des  préparations  obtenues.  La  quantité  d’acides  uroniques  a  été mesurée  selon  le 
protocole  décrit  par  Blumenkrantz  &  Asboe‐Hansen  (Blumenkrantz  and  Asboe‐Hansen  1973),  en 
utilisant  l’acide glucuronique comme standard. Les teneurs en protéines ont été déterminées selon 
les méthodes  de  Lowry  (Lowry  et  al.  1951).  La  quantité  d'  hydroxyproline  a  été  déterminée  par 
colorimétrie  selon  la  méthode  de  Kivirikko  (Kiviritto  and  Liesmaa  1959)  sur  les  fractions 
préalablement  hydrolysées  par  HCl  6M,100°C,18h,  puis  neutralisées.  Le  soufre  a  été  dosé  par 
spectrométrie (Okai et al. 2001) en utilisant un spectromètre d'émission atomique à source plasma à 
couplage inductif (ICP‐AES). 
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5‐2‐ Analyse de la composition en sucres simples des fractions. 
 
Les sucres neutres constitutifs des macromolécules présentes dans  les différentes fractions sont 
libérés par une hydrolyse TFA 2M à 120°C pendant 1h. Le TFA est ensuite éliminé par évaporation, 
avant d’analyser la nature et la quantité des sucres neutres de l’échantillon sur colonne échangeuse 
d’anions (Dionex, CarboPac MA1).  
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Chapitre 2 
 
Etude du mode d’action des ulvanes 
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Introduction 
 
L’étude  du  mode  d’action  d’un  éliciteur  est  assez  semblable  à  celle  d’une  interaction 
plante/parasite, car par définition, l’éliciteur est perçu par la plante, tout comme le parasite, en tant 
que  « non‐soi ».  Ainsi  doivent  être  abordés  le  mode  de  perception  de  l’éliciteur,  les  voies  de 
signalisation  induites et  les  réponses mises en place.  Il  s’agit de vastes champs d’exploration pour 
lesquels  de  nombreuses  connaissances  ont  été  acquises  ces  dernières  années,  bien  qu’encore 
partielles.  L’étude  du  mode  d’action  d’un  éliciteur  est  donc  nécessaire  pour  comprendre  son 
efficacité protectrice, la prédire ainsi que l’améliorer.  
 
Malgré  l’intérêt  suscité  par  les  éliciteurs,  encore  appelés  stimulateurs  des  défenses  naturelles 
(SDN),  leur usage est encore aujourd’hui  très  restreint dans  le  secteur agronomique. Une  critique 
majeure  adressée  aux  SDN  concerne  leur  efficacité.  En  effet, même  si  des  résultats  obtenus  en 
laboratoire montrent que certains SDN protègent les plantes vis‐à‐vis de maladies aussi efficacement 
que des pesticides,  ces observations ne  sont pas  la  règle dans  le  cas d’expérimentations dans  les 
champs. Bien que diverses  sources de variabilité aient été proposées,  les mécanismes permettant 
d’expliquer leurs effets sur la stimulation des défenses par des éliciteurs ne sont pas décrits. Cela est 
en partie dû au  fait que  le mode d’action de nombreux éliciteurs est totalement méconnu, d’où  la 
nécessité de  le  caractériser. De plus, à partir de  certaines  caractéristiques du mode d’action d’un 
SDN, son spectre d’efficacité peut être prédit. Notamment, l’identification des voies de signalisation 
hormonales induites en réponse au SDN indique contre quel type de microorganisme ce produit sera 
potentiellement  efficace.  En  effet,  il  est  communément  admis  que  l’induction  de  la  voie  de 
signalisation  dépendante  du  SA  est  préférentiellement  sollicitée  contre  les  microorganismes 
pathogènes biotrophes alors que celles dépendantes du JA et/ou de l’ET leur permet de se défendre 
contre les microorganismes nécrotrophes et les herbivores. Certaines réponses de défense sont aussi 
plus spécifiquement associées à un groupe de parasites tels que les inhibiteurs de protéases souvent 
induits contre des agents pathogènes nécrotrophes et des herbivores. Enfin,  la compréhension du 
mode d’action d’un SDN peut permettre d’améliorer son efficacité. L’étude du mode de perception 
de nombreux éliciteurs  conduit à  l’identification de  récepteurs  spécifiques à  ces derniers. Ainsi,  la 
sélection de plantes qui expriment plus  fortement  le gène codant  le  récepteur pourrait permettre 
d’améliorer  leur  réponse  à  l’éliciteur,  donc  son  efficacité.  Dans  certains  cas,  le  gène  codant  le 
récepteur  a même  été  introduit  chez des plantes ne  le possédant pas  afin qu’elles  reconnaissent 
l’éliciteur et qu’elles induisent leur systèmes de défense.  
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Malgré l’avancée des connaissances, l’étude exhaustive du mode d’action des éliciteurs rencontre 
des limitations. Tout d’abord, il est nécessaire de choisir la (ou les) plante(s) étudiée(s), ce choix est 
souvent  dicté  par  deux  types  de  contraintes :  la  disponibilité  d’outils  d’analyses,  et  plus 
particulièrement d’outils génétiques et génomiques,  l’intérêt agronomique de  la plante, voire de  la 
famille botanique. Ainsi,  la majorité des travaux a été réalisée chez  le tabac,  la vigne, et  l’arabette, 
ainsi que chez la luzerne sauvage et le riz dans une moindre mesure. Les résultats observés chez une 
plante doivent être transposés avec précaution chez une autre plante puisque certains mécanismes 
sont  distincts.  Ensuite,  il  faut  s’attacher  au  choix  des  techniques  selon  la  nature  de  l’étude,  la 
précision recherchée et  les moyens disponibles. Généralement, on distingue  les approches globales 
et  les  approches  ciblées.  Parmi  les  approches  globales,  les  plus  utilisées  sont  les  analyses 
transcriptomiques et les criblages de mutants. Seules ou bien parallèlement à ces analyses, d’autres 
approches plus ciblées peuvent être utilisées comme  l’étude de  l’expression de quelques gènes,  le 
dosage  de  certaines  activités  enzymatiques  et/ou  de  quelques  hormones,  le  comportement  d’un 
mutant d’intérêt, … Dans le cas d’un éliciteur qui ne stimule pas directement les réponses de défense 
des plantes mais qui les potentialise, toutes ces analyses peuvent aussi être réalisées mais elles sont 
généralement  étudiées non pas  en  réponse  à  l’éliciteur  seul mais  après  l’inoculation de  la plante 
traitée  par  l’éliciteur  en  question.  Pour  ces  situations,  il  est  indispensable  de  faire  un  choix 
supplémentaire, celui de l’agent pathogène utilisé. 
 
Dans  le  cadre  de  l’étude  du mode  d’action  des  ulvanes,  nous  avons  retenu,  dans  un  premier 
temps,  la plante modèle de  la  famille des  légumineuses, Medicago  truncatula. Précédemment,  les 
travaux  de  l’équipe  avaient montré  que  l’extrait  brut  d’algue  verte,  riche  en  ulvanes,  induit  des 
réponses  de  défense  chez  cette  plante  et  la  protège  contre  le  champignon  hémibiotrophe 
Colletotrichum  trifolii  (Cluzet,  et  al.  2004).  Elle  est  également  connue  pour  répondre  à  différents 
éliciteurs  de  nature  polysaccharidique  comme  l’heptaglucane  et  la  chitine  (Leitner,  et  al.  2008, 
Savouré et al. 1997). De plus, de nombreux outils d’analyse sont disponibles chez M. truncatula, en 
particulier des outils de génomique. Dans le présent travail, nous avons choisi de réaliser une analyse 
par une approche globale grâce à une étude transcriptomique. Nous avons non seulement étudié les 
effets des ulvanes sur le transcriptome mais aussi ceux de deux phytohormones impliquées dans les 
réponses de défense, le SA et le JA, et ceux d’un agent pathogène foliaire, Colletotrichum trifolii afin 
d’améliorer nos connaissances sur  le mode d’action de cet éliciteur. Par  la suite, certains  résultats 
ont été approfondis par la mise en place d’autres analyses plus ciblées. Nous avons aussi recherché 
les  effets  des  ulvanes  chez  une  autre  plante  modèle,  de  la  famille  des  crucifères,  Arabidopsis 
thaliana, pour laquelle de très nombreux mutants sont disponibles. L’utilisation de ces derniers, en  
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particulier  ceux  affectés  dans  les  voies  de  signalisation  hormonales,  nous  a  permis  d’évaluer  la 
transposabilité des résultats précédents et d’approfondir nos connaissances.  
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Résultats 
 
Dans cette partie, nous avons utilisé  la  fraction élicitrice  insoluble à  l’éthanol,  riche en ulvanes, 
afin d’en étudier le mode d’action. 
 
1‐ Mode d’action des ulvanes chez Medicago truncatula. 
 
Lors d’une étude réalisée antérieurement, il avait été montré que l’extrait brut d’algue verte non 
seulement  induisait  l’expression de  certains gènes de défense mais aussi protégeait M.  truncatula 
contre  Colletotrichum  trifolii.  Or,  nous  disposions  de  puces  à  ADN  afin  de  réaliser  des  analyses 
transcriptomiques sur un plus grand nombre de gènes de fonctions diverses. Nous avons choisi cette 
approche pour évaluer les effets des ulvanes chez cette plante et également pour évaluer  les effets 
de  traitements  par  des  phytohormones,  tels  que  le  SA  et  le  JA,  et  d’inoculations  par  un  agent 
pathogène  foliaire, C.  trifolii. Ainsi, nous avons pu  constituer une base de données permettant de 
comparer les signatures transcriptomiques associées à chaque traitement.  
 
1‐1‐ Approche globale, l’analyse transcriptomique. 
 
Les puces utilisées ont été fabriquées par l’université de Bielefeld (Allemagne). Ce sont des lames 
de verre sur lesquelles ont été déposées des oligomères de 70pb correspondant aux 16000unigènes 
décrits dans  la version 5 du MtGI  (Medicago  truncatula Gene  Index), ce qui représente environ un 
tiers des gènes de cette plante (Thompson et al. 2005).  
 
1‐1‐1‐ Les effets des ulvanes sur l’expression des gènes de Medicago truncatula. 
 
Contrairement à de nombreuses études réalisées sur des cultures cellulaires, nous avons choisi de 
travailler sur des plantes entières afin de se rapprocher des conditions d’utilisation en agronomie. Les 
tissus foliaires traités par pulvérisation d’une solution d’ulvanes à 1mg.ml‐1, auxquels ont été ajoutés 
de  l’Actilandes  comme  adjuvant  à  0.01%,  sont  prélevés  après  un,  deux  ou  six  jours.  Le matériel 
extrait des prélèvements à 1 et 2 jours a été mélangé en proportion égale, puis analysé séparément 
de celui obtenu à six  jours. A partir des données brutes, une analyse de variance a été réalisée sur 
chaque  gène présent  sur  la puce ADN  afin de déterminer  la probabilité que  le  traitement  affecte 
significativement son expression et ce, grâce au développement d’un script sous le logiciel d’analyse 
statistique en libre accès R (TableauS1). Seuls les gènes associés à une p‐value≤0.05 ont été retenus.  
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Tableau2‐1‐ Nombre de gènes différentiellement exprimés en réponse aux ulvanes. 
   1‐2 jours  6 jours total 
sur‐exprimé  25  301  317 
sous‐exprimé  39  109  146 
 
Fig2‐1‐  Répartition  des  gènes  différentiellement  exprimés  en  réponse  aux  ulvanes  selon  leur 
fonction biologique. Nous avons classés  les 317 gènes  induits,  les 146 gènes  réprimés en  réponse 
aux ulvanes, ainsi que tous les gènes présents sur la puce. 
Tableau2‐2‐ Liste des gènes de défense induits (rouge) et réprimés (vert) en réponse aux ulvanes. 
Oligo16kPlus  annotation rapport d'expression 
protéine de défense 
MT000087  inhibiteur de protéase 1.68 
MT000246  Inhibiteur de trypsine 37.31 
MT000851  serine carboxypeptidase 14.66 
MT006920  serine protease inhibiteur 13.16 
MT016466  serine protease inhibiteur 4.19 
MT003205  serine protease inhibiteur 2.99 
MT002463  cysteine peptidase 2.74 
MT006789  défensine  2.31 
MT006920  inhibiteur de serine protéase 0.20 
MT012031  oxydase du choc oxydant 0.12 
MT015632  germine‐like 0.17 
MT015289  glutathion S‐transferase 0.47 
MT009792  ABC transporteur 0.06 
MT002002  Protéine de réponse de stress 0.15 
métabolisme secondaire 
MT015249  acide cinnamique 4‐hydroxylase 1.63 
MT006133  4‐coumarate‐CoA ligase 1.71 
MT007068  cytochrome P450 2.37 
MT003787  cytochrome P450 1.52 
MT005077  β‐carotène hydroxylase 6.67 
MT013457  N‐hydroxycinnamoyl/benzoyltransférase 0.01 
MT013671  Cytochrome P450 0.35 
paroi 
MT003975  peroxydase 31.82 
MT012515  protéine riche en glycine/proline 1.58 
MT002984  protéine riche en proline 1.50 
MT007284  arabinogalactan proteins 1.52 
MT008333  protéine riche en hydroxyproline 2.08 
MT007311  pectine méthylestérase 1.62 
   MT000729  endoxyloglucane transférase 2.66 
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Parmi ces derniers, un gène est considéré comme  induit si son rapport d’expression est supérieur à 
1.5 et réprimé si ce rapport est inférieur à 0.67, soit une valeur absolue de log2 supérieur à 0.584. 
 
Ainsi, en  réponse aux ulvanes, 317 gènes ont été  identifiés  comme  induits et 146  réprimés en 
associant  les réponses précoces  (après 1 et 2  jours) et tardives  (après 6  jours), avec un nombre de 
gènes  plus  important  à  6  jours  (Tableau2‐1).  Ces  gènes  ont  été  classés  en  8  groupes  selon  leur 
fonction :  la  perception,  la  signalisation,  la  transcription,  la  synthèse  protéique,  le  métabolisme 
primaire,  la  paroi,  le  métabolisme  secondaire  et  les  autres  réponses  de  défense  (Fig2‐1).  On 
remarque  que  les  proportions  des  gènes  induits  par  les  ulvanes  dans  les  différentes  classes 
fonctionnelles sont très proches de celles de l’ensemble des gènes de la puce ADN. Ainsi, les ulvanes 
n’affectent pas plus particulièrement une classe fonctionnelle de gène. 
 
Certaines de ces classes ont attiré notre attention plus particulièrement. Tout d’abord, les ulvanes 
affectent  l’expression  des  gènes  des  voies  de  signalisation  et  notamment  ceux  associés  à  la 
signalisation calcique  (TableauS2). En effet,  ils  induisent  l’expression de gènes codant des enzymes 
nécessaires à la production de phopholipides dont le phosphatidylinositol bisphosphate. Ce dernier, 
sous  l’action  d’une  phospholipase  C,  est  clivé  en  diacylglycérol  et  inositol  1,4,5‐triphosphate,  qui 
provoquent, respectivement, l’activation de protéines kinases et la libération de calcium. De plus, les 
ulvanes  induisent  l’expression de gènes dont  les produits participent à  la signalisation calcique telle 
que  des  protéines  kinases  dépendantes  du  Ca2+.  Les  ulvanes  modifient  aussi  l’expression  de 
différents  types  de  gènes  de  défense  (Tableau2‐2).  Ils  induisent  l’expression  de  gène  codant  des 
inhibiteurs de protéases, des enzymes de la voie de biosynthèse des phytoalexines, une défensine, et 
des protéines responsables du renforcement de la paroi cellulaire et répriment des gènes associés au 
stress oxydant. 
 
1‐1‐2‐ Les ulvanes affectent‐ils les voies de signalisation hormonales ? 
 
Il est  intéressant de connaitre  les voies de signalisation hormonales  induites par un éliciteur car 
cela  peut  informer  sur  le  type  d’agent  pathogène  contre  lequel  la  plante  est  susceptible  d’être 
protégée. Lorsque ce travail a été initié, aucune donnée d’analyse transcriptomique chez des plantes 
adultes  de  M.  truncatula  n’était  disponible  en  réponse  aux  deux  principales  phytohormones 
associées aux défenses,  le SA et  le JA. Nous avons donc déterminé  leur signature transcriptomique, 
dans les mêmes conditions que lors de l’analyse des réponses aux ulvanes, en apportant aux plantes 
des analogues de ces phytohormones, le benzothiadiazole (BTH) et le méthyle jasmonate (MeJA). Les  
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Tableau2‐3‐ Nombre de gènes différentiellement exprimés en réponse au BTH et au MeJA. 
      1‐2 jours 6 jours total
sur‐exprimé  MeJA 223  394  593 
BTH  36  247  283 
sous‐exprimé MeJA 255  176  431 
BTH  25  194  221 
 
Fig2‐2‐ Répartition des gènes différentiellement exprimés en réponse au BTH et au MeJA selon leur 
fonction biologique. Tous les gènes présents sur la puce ADN (total), les gènes induits et réprimés en 
réponse au BTH et au MeJA ont été classés. 
 
Fig2‐3‐ Comparaison des réponses transcriptomiques aux ulvanes, MeJA et BTH. Les gènes  induits 
et réprimés par un ou plusieurs traitements sont représentés sur ces diagrammes de Venn. 
Tableau2‐4‐ Gènes de défense sur‐exprimés en réponse aux ulvanes et au MeJA. 
Oligo16kPlus  Annotation   rapport d'expression 
ulvanes MeJA 
MT004351  phospholipase D  1.72 1.66 
MT014135  lipoxygenase 1.51 1.50 
MT015543  protéine induite par la blessure 1.54 1.57 
MT006789  défensine 2.31 1.85 
MT008333  protéine riche en hydroxyproline 2.08 2.01 
MT007566  inhibiteur de pectinesterase  1.80 1.51 
MT000246  inhibiteur de trypsine protease 37.31 6.41 
MT000087  inhibiteur de protease  1.83 1.73 
MT005382  phytochelatine synthetase 1.55 1.75 
MT014728  peroxydase 1.68 1.67 
MT002340  thioredoxine reductase 1.75 1.74 
MT004461  protéine induite par la chaleur 1.67 2.16 
MT015962  lipase GDSL 1.51 1.52 
MT000987  anthranilate N‐benzoyltransferase 1.51 1.52 
MT014991  tropinone reductase 1.53 1.77 
MT006133  4‐coumarate‐CoA ligase  1.71 1.85 
BTH MeJA BTH MeJA Total
sur‐exprimés sous‐exprimés
60
50
40
30
20
10
0
pr
op
or
tio
n d
es
 gè
ne
s (%
)
paroi
métabolisme secondaire
autres réponses de défense
métabolisme primaire
synthèse des protéines
transcription
signalisation
perception
Ulvanes‐317 MeJA‐593
BTH‐283
169 424
220
117
11 32
20
induit
Ulvanes‐146 MeJA‐431
BTH‐221
91 346
169
38
5 35
12
réprimé
 169 
 
gènes dont l’expression a été modifiée par ces deux composés ont été comparés à ceux affectés par 
les ulvanes. 
 
Cette analyse globale montre que l’intensité des effets du BTH sur le transcriptome est proche de 
celle des ulvanes, avec  respectivement 504 et 463 gènes dont  l’expression est modifiée, alors que 
celle du MeJA est plus  intense avec 1024 gènes (Tableau2‐3). De plus,  le MeJA modifie  l’expression 
de nombreux gènes dès les temps précoces (1‐2 jours). Enfin, la proportion de gènes réprimés varie 
selon  les  traitements,  elle  est  supérieure  à  40%  pour  le  BTH  et  le  MeJA  alors  qu’elle  atteint 
seulement 30% en réponse aux ulvanes. 
 
Comme dans le cas précédent, les gènes induits et réprimés en réponse au BTH et MeJA ont été 
classés selon  leur fonction (Fig2‐2). Ces deux traitements affectent toutes  les classes fonctionnelles 
comme  dans  le  cas  des  ulvanes.  Toutefois,  une  proportion  importante  des  gènes  réprimés  a  été 
associée  au métabolisme  primaire  en  réponse  à  ces  deux  traitements  contrairement  à  celui  aux 
ulvanes. Parmi  les gènes affectés on  trouve des gènes marqueurs de  chaque voie de  signalisation 
hormonale. Par exemple,  le  traitement au MeJA  induit  l’expression de douze  lipoxygénases et huit 
protéines riches en proline ou hydroxyproline. 
 
Enfin,  les réponses au BTH et au MeJA ont été comparées à celle aux ulvanes (Fig2‐3). Ainsi,  les 
trois traitements affectent une même petite liste de gènes impliqués dans divers processus tels que 
certaines  voies  de  signalisation  tels  des  kinases  et  des  phosphatases,  la  transcription  et  le 
métabolisme secondaire  (TableauS3). De plus, 40% des gènes affectés par  les ulvanes  le sont aussi 
par le MeJA, alors que seulement 10% de ces gènes le sont en réponse au BTH. Concernant les gènes 
co‐induits par les ulvanes et le MeJA, des gènes de défense ont été identifiés tels que des inhibiteurs 
de protéases, bien connus pour répondre à la voie de signalisation du JA (Tableau2‐4, TableauS4). A 
l’inverse, une PR10 a été observée parmi  les gènes co‐réprimés par ces deux traitements suggérant 
que leur effet sur la voie du JA réprime la voie du SA qui contrôle l’expression des protéines PR de la 
classe 10.   
 
1‐1‐3‐ Comparaison avec les transcriptomes issus d’interactions avec des parasites.  
 
Le  pathosystème  développé  dans  l’équipe  entre  M.  truncatula  et  le  champignon  pathogène 
foliaire hémibiotrophe, Colletotrichum  trifolii  (Torregrosa et al. 2004), a été utilisé afin d’identifier, 
par  le même  type  d’analyse  transcriptomique,  les  gènes mis  en  jeu  lors  de  l’établissement  de  la 
maladie chez le génotype sensible F83005.5, et de la résistance chez le génotype A17. Pour réaliser  
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Fig2‐4‐ Comparaison de la réponse aux ulvanes et à C. trifolii. Ces diagrammes de Venn permettent 
de  comparer  le nombre de  gènes  induits ou  réprimés dans une ou plusieurs  conditions parmi  les 
suivantes : traitement par les ulvanes des plantes de génotype F83005.5, inoculation par C. trifolii des 
plantes isogéniques 210A et 210F, respectivement, résistante et sensible à ce parasite. 
 
Tableau2‐5‐ Gènes co‐régulés en réponse aux ulvanes et à l’agent pathogène C. trifolii. 
Oligo16kPlus  annotation   rapport d'expression    ulvanes  C. trifolii 
plante sensible 
MT000317  synthetase AMP‐dependent  2.58  1.90 
MT000564  germine  0.66  0.65 
plante résistante 
MT002447  facteur de transcription  B3, réponse à l’auxine  1.51  1.55 
MT012815  protéine de résistance aux maladies  2.05  1.57 
*  MT004461  protéines de choc thermique  1.67  1.92 
*  MT005526  adenylylsulfate kinase  1.91  1.62 
*  MT013730  copper amine oxidase  1.93  1.60 
*  MT002340  oxidoreductase type pyridine nucleotide‐disulphide   1.75  1.55 
*  MT009415  ABC transporteur  1.56  1.74 
MT002528  transporteur de bicarbonate   1.50  1.54 
MT004247  coatomère, sous unité alpha  1.74  1.57 
MT006723  protéine membranaire  1.56  1.67 
MT015897  inconnu  1.59  1.59 
MT011051  inconnu  1.50  1.69 
MT011586  inconnu  1.52  1.56 
MT013413  inconnu  1.56  1.53 
MT016282  facteur de transcription Myb  0.60  0.66 
MT001108  protéine F‐box  0.64  0.65 
MT013507  protéine de résistance type NB‐ARC  0.53  0.58 
MT003736  apoprotéine A2 du photosynthème P700   0.54  0.55 
   MT003797  apoprotéine A2 du photosynthème P700  0.58  0.51 
* gènes associés au stress oxydant   
F83005.5‐ulvanes 210A‐C.trifolii
210F‐C.trifolii
302 50
42
0
1
14
21
induits réprimés
140 38
24
0
1
5
5
F83005.5‐ulvanes 210A‐C.trifolii
210F‐C.trifolii
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ce travail, deux lignées isogéniques qui se différencient uniquement par un locus à effets quantitatifs 
(QTL)  dans  la  résistance  à  ce  parasite,  Ct1,  préalablement  identifié  en  haut  du  chromosome  4 
(Ameline‐Torregrosa,  et  al.  2008),  ont  été  retenues ;  il  s’agit  des  lignées  210A  résistante  et  210F 
sensible. 
Un ou trois jours après l’inoculation des feuilles de plantes de ces lignées par C. trifolii, les gènes 
induits ou réprimés ont été  identifiés. Les réponses de ces deux plantes ont été comparées à celle 
obtenue après  l’application des ulvanes. Ainsi,  la réponse de  la plante résistante est plus proche de 
celle  des  ulvanes  que  la  réponse  de  la  plante  sensible  (Fig2‐4).  Parmi  les  gènes  co‐induits  et  co‐
réprimés ont été identifiés des facteurs de transcription de type B3 et Myb, ainsi qu’une protéine F‐
box, dont  l’expression est aussi modifiée en  réponse à des agents pathogènes  racinaires que  sont 
l’oomycète  Aphanomyces  euteiches  et  le  champignon  Phymatotrichopsis  omnivora  (Tableau2‐5). 
Cinq autres gènes peuvent être associés à un stress oxydant soulignant un rôle des espèces activées 
de  l’oxygène dans  les mécanismes de  résistance  (marqués par* dans  la Tableau2‐5). La protection 
induite par les ulvanes chez M. truncatula vis‐à‐vis de C. trifolii pourrait s’expliquer en partie par ses 
effets  sur  l’expression  de  certains  gènes  identifiés  comme  « naturellement »  affectés  lors  de  la 
réponse d’une plante résistante à cet agent pathogène.  
Les  effets  sur  le  transcriptome  de M.  truncatula  d’un  autre  agent  pathogène,  le  champignon 
biotrophe Erysiphe pisi responsable de l’oïdium, ont aussi été évalués par le laboratoire de D. Samac 
(Foster‐Hartnett, et al. 2007). En comparant ces données à celles obtenues en réponse aux ulvanes, 
seule  une  enzyme  de  la  voie  des  isoprénoïdes  a  été  identifiée  comme  réprimée  dans  les  deux 
situations.  Il  serait  intéressant  de  vérifier  la  protection  induite  par  les  ulvanes  contre  cet  agent 
pathogène. 
 
1‐2‐ Approches ciblées. 
 
L’analyse transcriptomique par puce à ADN permet d’évaluer l’expression d’un grand nombre de 
gènes  à  un  temps  donné.  Toutefois,  l’expression  d’un  gène  ne  s’accompagne  pas  toujours  de 
l’accumulation  et  de  l’activité  des  protéines  correspondantes  en  raison  de  régulations  à  d’autres 
niveaux. Ainsi, afin de valider certains effets des ulvanes observés lors de l’analyse transcriptomique, 
nous  avons  choisi  d’étudier  ces  réponses  en  nous  plaçant  à  d’autres  niveaux.  Cette  analyse 
transcriptomique a permis de mettre en évidence un effet des ulvanes sur  la signalisation calcique. 
Dans  le  premier  chapitre,  nous  avons  montré  que  les  ulvanes  induisaient  une  variation  de  la 
concentration  calcique  cytoplasmique  chez  une  autre  plante,  A.  thaliana.  Cette  analyse 
transcriptomique a aussi suggéré que les ulvanes agissaient via une action sur la voie de signalisation 
dépendante du JA. Nous avons cherché à valider cette hypothèse. 
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Fig2‐5‐ Activité inhibitrice de trypsine. Les mesures ont été effectuées à partir d’extraits protéiques 
de tissus foliaires récoltés trois  jours après traitement par  l’Actilandes 0.01% (contrôle),  les ulvanes 
1mg.ml‐1, le BTH 40µg.ml‐1 ou le MeJA 500µM. 
 
Fig2‐6‐ Quantification des formes libres des hormones, JA, SA et ABA. Ces hormones ont été dosées 
à partir des  feuilles de M.  truncatula  traitées par  (A) du MeJA,  (B) des ulvanes et  (C) du BTH. Les 
quantités  ont  été mesurées  un,  deux  ou  six  jours  après  le  traitement  et  ont  été  exprimées  par 
rapport aux contrôles correspondants.   
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1‐2‐1‐ Quantification de l’activité d’inhibiteurs de protéases.  
 
La production d’inhibiteurs de protéases est une  réponse  souvent observée  lorsque  la  voie de 
signalisation dépendante du JA est  induite. Lors de  l’étude transcriptomique, nous avons pu mettre 
en évidence que les ulvanes induisaient l’expression de plusieurs gènes codant ce type de protéines. 
C’est  pourquoi  nous  avons  examiné  si  cela  se  traduisait  aussi  par  une  augmentation  de  l’activité 
inhibitrice de protéase dans  les tissus foliaires. Comme  le montre  la Fig2‐5,  il apparaît bien que  les 
ulvanes  induisent une activité  inhibitrice de trypsine nettement supérieure à celle des tissus traités 
par  l’adjuvant  seul ou par  le BTH. Cet  effet  est  cohérant  avec  la  réponse  intense  au MeJA,  si on 
considère que cette hormone volatile est plus accessible à la plante que les molécules d'ulvanes. 
  
1‐2‐2‐ Dosage de phytohormones. 
 
L’activation de la voie de signalisation du JA s’accompagne généralement d’une augmentation du 
niveau  de  cette  hormone  en  raison  de  son  effet  inducteur  des  enzymes  de  sa  voie  de  synthèse, 
notamment  les  lipoxygénases. Ainsi,  le traitement au MeJA entraîne une accumulation rapide dans 
les  tissus  foliaires  de  JA  libre  (Fig2‐6‐A).  Ceci  s’accompagne  d’effets  antagonistes  sur  les  voies 
hormonales du SA et de  l'ABA. Afin d’appuyer  les résultats de  l’analyse transcriptomique suggérant 
l’activation de la voie de signalisation JA par les ulvanes, nous avons dosé, en réponses à ces derniers, 
les  trois hormones,  JA,  SA et ABA  (Fig2‐6‐B). Comme  le montre  les  résultats,  seuls  le MeJA et  les 
ulvanes  stimulent  la production de  JA, de  façon  tout à  fait  significative, même  si  l'effet est moins 
précoce  et moins  intense  en  réponses  aux  ulvanes,  pour  les mêmes  raisons  d'accessibilité  déjà 
évoquées  ci‐dessus.  Les  ulvanes  et  le  MeJA  ont  sensiblement  les  mêmes  effets  sur  les  autres 
hormones, matérialisés par une  réduction progressive des quantités de SA  libre et une diminution 
transitoire d'ABA. Le traitement par le BTH confirme l'effet inducteur du SA, avec l'augmentation des 
formes totales de SA et dans une moindre mesure des formes  libres, et  inhibiteur du JA  (Fig2‐6‐C). 
Ces  résultats  renforcent  l'hypothèse  selon  laquelle  les  réponses aux ulvanes dépendent, au moins 
partiellement de l'activation de la voie de signalisation dépendante du JA. 
 
 
 
 
 
 
L’utilisation des outils de génomique chez M. truncatula a permis de mettre en évidence que les 
ulvanes affectent  la voie de signalisation du  JA. Ceci pourrait expliquer  leurs effets éliciteurs des 
défenses des plantes. Pour approfondir nos connaissances,  il était nécessaire d’utiliser des outils 
génétiques,  et plus particulièrement des mutants  affectés dans  les  voies de  signalisation. Or,  la 
disponibilité de mutants, bien qu’en pleine expansion, est encore  limitée chez M.  truncatula  (Le 
Signor  et al. 2009). C’est pourquoi, nous  avons  choisi de poursuivre nos études  chez une  autre 
plante modèle, Arabidopsis thaliana. 
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Fig2‐7‐ Quantification de la production d’H2O2 chez A. thaliana en réponse à flg22 et aux ulvanes. 
La production d’H2O2 est mesurée en suivant la luminescence. (A) Luminescence maximale observée 
pendant les 30 minutes de mesure après l’ajout de l’éliciteur. (B) Les disques foliaires ont été incubés 
durant  la nuit dans une  solution d’ulvanes ou de  carraghénanes, puis  rincés et ensuite  traités par 
flg22 afin de mesurer la luminescence maximale émise. 
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2‐ Perception des ulvanes chez Arabidopsis thaliana. 
 
Arabidopsis thaliana est une plante modèle de la famille des crucifères. Nous avons déjà montré 
que  cette  plante  était  capable  de  répondre  aux  ulvanes,  en  particulier  en  affectant  la  voie  de 
signalisation  calcique.  Dans  la  suite  de  nos  travaux,  nous  avons  utilisé  les  outils  génétiques 
disponibles chez cette plante afin d’étudier le mode de perception des ulvanes et d’approfondir nos 
connaissances sur le rôle des différentes voies de signalisation hormonales. 
 
2‐1‐ Mode de perception des ulvanes. 
 
Les  résultats précédents ont montrés que  les ulvanes ont des effets éliciteurs,  suggérant qu’ils 
sont  perçus  par  les  plantes.  Or,  les  éliciteurs,  pour  lesquels  le mode  de  perception  est  connu, 
impliquent  leur  interaction  avec  un  récepteur.  Ces  derniers,  nommé  RLKs  pour  récepteur‐like 
kinases,  sont  généralement  constitués  d’une  partie  extracytoplasmique  capable  d’interagir  avec 
l’éliciteur et d’une partie intracellulaire, de type kinase, afin de transmettre le signal et d’induire les 
réponses de  la plante.  Les ulvanes étaient potentiellement perçus par  ce  type de  récepteur, nous 
avons recherché des mutants RLKs incapables de les percevoir. Il a donc été nécessaire de mettre au 
point  un  test  simple,  rapide  et  peu  coûteux  pour  déterminer  si  un mutant  répond  ou  non  aux 
ulvanes. Nous nous sommes  inspirés de  tests ayant déjà permis  l’identification de  récepteur à des 
éliciteurs. Ainsi,  le  récepteur à  la  chitine, CERK1, a été  identifié  car  le mutant  correspondant était 
incapable de produire des espèces activées de  l’oxygène (ROS) en réponse à  la chitine  (Miya, et al. 
2007). De même,  le récepteur à  la  flagelline, FLS2, a été  identifié à partir d’un mutant  insensible à 
l’effet inhibiteur de croissance en culture in vitro exercé par cette molécule (Zipfel et al. 2004). 
 
2‐1‐1‐ Production de ROS en réponse aux ulvanes. 
 
La production de ROS, en particulier le peroxyde d’hydrogène (H2O2), est généralement observée 
après l’application d’un éliciteur sur les plantes. Elle peut être suivie au cours du temps ou mesurée à 
la fin de l’expérience à partir de cultures cellulaires, de plantes cultivées in‐vitro ou de morceaux de 
feuilles de plantes adultes. Nous avons choisi de mesurer la production d’H2O2 en suivant la lumière 
émise  lors de  l’oxydation du  luminol par une peroxydase pendant 30 min. Ces expériences ont été 
réalisées sur des disques foliaires d’A. thaliana. Alors que flg22, peptide  isolé de  la flagelline,  induit 
une  forte  augmentation  de  la  luminescence,  et  donc  une  production  d’H2O2,  les  ulvanes  ne 
provoquent pas cette réaction (Fig2‐7‐A). D’après la littérature, les ulvanes auraient des propriétés  
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Fig2‐8‐ Effets des ulvanes sur  la croissance des plantes. Les effets ont été observés chez Medicago 
truncatula, cultivée (A) pendant 7 jours in vitro ou (B) 3 semaines en pot de terreau et (C‐D) chez A. 
thaliana après 7 jours de culture in‐vitro en milieu liquide. 
 
 
Fig2‐9‐ Effets des ulvanes  sur  la  croissance de différents mutants d’A.  thaliana.  Les plantes  sont 
pesées  après  avoir  été  cultivées  pendant  sept  jours  dans  un milieu  liquide  avec  des  ulvanes.  Les 
mutants sont affectés, respectivement, dans  les voies du  JA  (coi1), SA  (NahG), ET  (ein2), et dans  la 
perception de peptides endogènes (pepr1).pepr2 est affecté dans une gène homologue à PEPR1. 
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anti‐oxydantes. Cependant, l’ajout simultané d’ulvanes et de flg22 n’affecte pas la production d’H2O2 
induite  par  ce  dernier,  alors  qu’un  prétraitement,  pendant  une  nuit,  des  disques  foliaires  par  les 
ulvanes  limite  très  fortement  la production d’H2O2 en  réponse à  flg22. Cet effet n’est pas observé 
lorsque  le  prétraitement  est  réalisé  avec  un  autre  polysaccharide  sulfaté  algal,  les  carraghénanes 
(Fig2‐7‐B). 
Etant  donné  que  les  ulvanes,  contrairement  à  de  nombreux  éliciteurs,  n’induisent  pas  de 
production d’H2O2, ce test n’est donc pas utilisable pour cribler la réponse de mutants d’A. thaliana. 
 
2‐1‐2‐ Effet des ulvanes sur la croissance des plantes. 
 
Lors d’expériences préliminaires, nous avons remarqué que  le traitement de plantes cultivées  in 
vitro de M.  truncatula par  les ulvanes  réduisait  fortement  leur croissance  (Fig2‐8‐A), alors que des 
traitements  répétés  par  les  ulvanes,  contrairement  au  BTH  et  au  MeJA,  n’affectent  pas  le 
développement de cette plante lorsqu’ils sont appliqués à des plantes cultivées sur terreau (Fig 2‐8‐
B). L’effet inhibiteur des ulvanes sur la croissance in vitro de plantes a aussi pu être mis en évidence 
chez A. thaliana, il peut atteindre plus de 80% (Fig2‐8‐C/D).  
Sur  cette base, nous avons  recherché des mutants qui  seraient affectés dans  leur  réponse aux 
ulvanes.  Il  s’est  ainsi  avéré  que  les  mutants  affectés  dans  les  principales  voies  de  signalisation 
hormonales (SA, JA, ET et ABA) présentent une inhibition de croissance similaire à celle d’une plante 
sauvage en réponse aux ulvanes, soulignant que ce phénomène est indépendant de ces voies (Fig2‐
9). 
 
2‐1‐3‐ Criblage d’une collection de mutants RLK. 
 
Afin  d’identifier  un  récepteur  potentiel  aux  ulvanes,  nous  avons  criblé  une  collection  de  43 
mutants d’A.  thaliana affectés dans des récepteurs de  type RLKs en utilisant  le  test d’inhibition de 
croissance.  Parmi  eux,  certains  sont  affectés  dans  des  gènes  de  fonction  connue  tels  que  les 
récepteurs à  la  flagelline, FLS2, et au  facteur d’élongation, EFR, ainsi que  les gènes SERK1‐5   dont 
SERK3, aussi nommé BAK1, qui participe à la perception de divers signaux (Zipfel, et al. 2004).  
C’est ainsi que, nous avons mis en évidence un mutant qui répondait moins aux ulvanes puisque 
sa  croissance  in  vitro  était moins  inhibée  par  ces  derniers.  Ce mutant  est  affecté  dans  le  gène 
At1g17750 qui code un récepteur, PEPR2, de fonction inconnue (Fig2‐9), lequel possède plus de 60% 
d’identité  au niveau de  sa  séquence protéique  avec un  autre  récepteur, PEPR1,  codé par  le  gène 
At1g73080. Or, ce dernier reconnait des peptides endogènes, comme AtPEP1, produits suite à  
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Fig2‐10‐ Effets des ulvanes sur les voies de signalisation hormonales du JA et SA chez A. thaliana. 
(A,C) L’expression des gènes PDF1.2, PR1a et PR5 quantifiée, par PCR quantitative, cinq jours après le 
traitement aux ulvanes à été comparée à celle du contrôle chez  les plantes  sauvages de génotype 
Col0,  ou  chez  les  mutants  jar1.1,  NahG  et  aba3.1.  (B)  L’activité  glucuronidase  d’arabette 
transgénique exprimant cette enzyme sous le contrôle du promoteur PR1a a été mesurée trois jours 
après l’infiltration par des ulvanes ou un extrait de Phytophthora parasitica P2. 
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l’activation des voies de signalisation hormonales impliquées dans la mise en place des réponses de 
défense, et assure ainsi une amplification des réponses. 
Nous avons mis en évidence qu’en réponse au MeJA, l’induction des gènes régulés par la voie du 
JA (PDF1.2, PR4, Thionine et VSP1) était plus faible chez le mutant Atpepr2 (résultats non présentés). 
Toutefois, nous n’avons pas encore pu élucider le rôle de ce gène dans la mise en place des réponses 
de défense après l’application des ulvanes bien que ces derniers induisent l’expression du propeptide 
AtPEP1, reconnu par PEPR1. 
 
2‐2‐ Rôle des voies de signalisation hormonales en réponse aux ulvanes. 
 
2‐2‐1‐ Voies hormonales généralement associées aux réponses de défense. 
 
Chez A.  thaliana, des  gènes marqueurs des deux principales  voies de  signalisation hormonales 
liées à  la défense  sont bien  caractérisés. Par exemple,  le gène PDF1.2 qui  code une défensine est 
contrôlé par la voie du JA, alors que le gène PR1a et le gène PR5, qui code pour une thaumatine, sont 
régulés par  la voie du SA. Afin de mesurer  l’expression de ces gènes en  réponse aux ulvanes, une 
solution d’ulvanes a été pulvérisée sur l’ensemble de la surface foliaire de plantes adultes âgées de 4 
semaines à la concentration de 1mg.ml‐1 et les tissus ont été récoltés après cinq jours. Ainsi, chez les 
plantes sauvages du génotype Col0, les ulvanes répriment les gènes PR1a et PR5, et induisent le gène 
PDF1.2, c’est à dire que les ulvanes répriment la voie du SA et induisent celle du JA (Fig2‐10‐A). Nous 
avons  confirmé  l’absence  d’effet  inducteur  des  ulvanes  sur  le  gène  PR1a  en  quantifiant  l’activité 
glucuronidase  dans  des  tissus  de  plantes  d’arabette  transgéniques  qui  expriment  le  gène 
correspondant sous contrôle du promoteur de PR1a infiltrés par  les ulvanes  (Fig2‐10‐B). Chez cette 
plante,  des  gènes  clés  de  ces  voies  de  signalisation  sont  connus  et  les  mutants  correspondant 
incapables d’induire celles‐ci sont disponibles. Nous avons utilisé les mutants jar1.1, NahG et aba3.1 
qui sont respectivement  incapables d’activer  les voies de signalisation dépendantes du JA, SA et de 
l’ABA. En réponse aux ulvanes,  l’induction de PDF1.2 a été perdue chez  les mutants  jar1 et aba3.1, 
alors qu’elle est plus  intense chez  la plante NahG  (Fig1‐10‐C). Ceci est cohérant avec  le  fait que  la 
voie JA est favorisée lorsque le SA diminue. 
D’après  ces  résultats,  les ulvanes  induisent  la voie de  signalisation du  JA  chez A.  thaliana,  tout 
comme ils le faisaient chez M. truncatula, et auraient aussi un effet sur celle de l’ABA. 
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Fig2‐11‐ Effets de l’ajout d’une forme active de GA sur l’inhibition de croissance induite invitro par 
les ulvanes chez A. thaliana. Le poids des plantes a été mesuré après sept jours de culture.  
 
Fig2‐12‐ Effets des ulvanes  sur  la  croissance  in‐vitro des mutants DELLA.  (A)  Le quadruple et  (B) 
quintuple mutants DELLA  ont  été  utilisés.  Le  poids  des  plantes  a  été mesuré  après  sept  jours  de 
culture lors de trois expériences indépendantes constituées par au moins de 16 plantes. 
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2‐2‐2‐ Voie des acides gibbérelliques. 
 
Par  comparaison  à  l’implication  de  la  voie  de  signalisation  des  acides  gibbérelliques  dans 
l’inhibition  de  la  croissance  entrainée  par  la  flagelline,  nous  avons  émis  l’hypothèse  que  cette 
hormone  pourrait  aussi  médier,  au  moins  partiellement,  l’inhibition  de  croissance  observée  en 
réponse  aux  ulvanes.  En  effet,  la  voie  de  signalisation  des  GAs  régule  les  phénomènes  de 
prolifération  et  d’expansion  cellulaire  (Achard,  et  al.  2008). De  plus,  nous  avons  observé  que  les 
ulvanes modifient  l’expression de  certains  facteurs  de  transcription GRAS,  connus pour  réguler  la 
voie  de  signalisation  des  GAs.  Enfin,  les  réponses  aux  ulvanes  sont,  au  moins  partiellement, 
dépendantes de la voie de signalisation du JA. Or, des résultats récents montrent que cette voie est 
interconnectée à celle des GAs, tant lors de l’initiation de la floraison (Cheng et al. 2009) que lors des 
interactions avec des agents pathogènes (Navarro, et al. 2008).   
Nous avons donc choisi d’évaluer  le rôle de  la voie de signalisation GAs en réponse aux ulvanes 
chez A. thaliana, où cette voie est la mieux décrite et de nombreux outils sont disponibles, à l’aide de 
deux approches. Dans un premier temps, nous avons étudié le rôle de la voie GA dans l’inhibition de 
croissance  induite par  les ulvanes. Dans un second temps, nous avons évalué  les effets des ulvanes 
sur l’expression des gènes de la voie des GAs. 
 
2‐2‐2‐1‐ Voie GA et inhibition de croissance in‐vitro en réponse aux ulvanes. 
 
Nous avons émis l’hypothèse que l’inhibition de croissance induite par les ulvanes chez A. thaliana 
en culture in vitro pourrait résulter d’une répression de la voie de signalisation dépendante des GAs, 
c'est‐à‐dire à d’une stabilisation des facteurs de transcription GRAS de type DELLAs. Pour tester cette 
hypothèse, nous  avons  cherché  à  reverser  l’effet des ulvanes  sur  la  voie GA par  ajout de  formes 
actives de ces hormones ou en utilisant des mutants où cette voie est constitutivement induite.    
Seulement  quelques  formes d’acides  gibbérelliques  sont  actives,  comme  la GA3 qui  est  la plus 
utilisée  en  culture  in  vitro  et  sur plantes  entières. Ajoutée  à une  concentration de  10µM dans  le 
milieu de culture, cette hormone ne modifie pas la croissance in vitro de plantes d’A. thaliana (Fig 2‐
11).  L’ajout  d’ulvanes  à  1mg.ml‐1  pendant  sept  jours  entraîne  une  forte  réduction  du  poids  des 
plantes, qui n’est pas levée par l’ajout de GA3. 
La répression de la voie GA est due à une stabilisation des protéines DELLAs. Chez A. thaliana, cinq 
gènes codent ces facteurs de transcription, nommés GAI (gibberellic acid insensitive), RGA (repressor 
of gai1‐3), RGL1  (RGA‐like1), RGL2 et RGL3. Les quadruple et quintuple mutants correspondants ne 
produisent pas de protéines DELLA, ce qui conduit à une induction constitutive de la voie GA (Cheng 
et al. 2004). Or, l’ajout d’ulvanes à 1mg.ml‐1 au milieu de culture pendant sept jours entraîne une  
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Fig2‐13‐ Schéma des dernières étapes de  synthèse des  formes actives de GA.  Les  formes actives 
sont produites  à partir de précurseurs par  actions  successives de  la GA 20‐oxygénase  et  la GA 3‐
oxygénase. Les formes actives peuvent aussi être désactivées, principalement via l’action de la GA 2‐
oxygénase.  
 
 
Fig2‐14‐  Expression  des  gènes  régulant  la  voie  des  GAs.  L’expression  des  gènes  codant  (A)  les 
enzymes de  la voie de synthèse des GAs et  (B)  les  facteurs DELLA a été mesurée en  réponse à un 
traitement foliaire par les ulvanes ou le MeJA chez A. thaliana. L’expression a été quantifiée par PCR 
quantitative à partir de tissus foliaires récoltés un ou cinq jours après le traitement.   
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réduction de la croissance in vitro des quadruple et quintuple mutants d’A. thaliana comme observé 
chez les plantes sauvages (Fig2‐12). 
Les résultats des deux approches réalisées suggèrent que l’inhibition de croissance induite par les 
ulvanes n’est pas due à une répression de la voie de signalisation dépendante des GAs.  
 
2‐2‐2‐2‐ Effets des ulvanes sur l’expression des gènes de la voie GA. 
 
La voie de signalisation dépendante des GAs est  finement régulée, en particulier via  le contrôle 
transcriptionnel des gènes de biosynthèse de ces hormones et des gènes  impliqués dans  la cascade 
de signalisation. C’est pourquoi, nous avons suivi l’expression, chez A. thaliana, de deux oxygénases 
responsables de  la synthèse des  formes actives de GA, notées GA‐20‐ox et GA‐3‐ox  (Fig2‐13), ainsi 
que celle des cinq facteurs DELLAs en réponse aux ulvanes et au MeJA. 
 En  réponse aux ulvanes,  seul GA 20‐ox est  sensiblement  induit  cinq  jours après un  traitement 
foliaire de plantes adultes par une solution à 1mg.ml‐1 et par  le MeJA  (Fig2‐14‐A). Le MeJA réprime 
aussi GA 3‐ox. 
 
L’étude  de  l’expression  des  cinq  facteurs  de  transcription  DELLAs  suivie  après  traitement  des 
plantes par les ulvanes et le MeJA, montrent une répression du facteur de transcription DELLA, RGL2, 
un jour après traitement, tant par les ulvanes que par le MeJA (Fig2‐14‐B). Par contre, le MeJA induit 
nettement l’expression de RGL3 un et cinq jours après le traitement, tandis que la réponse des autres 
facteurs DELLA varie peu. De l’ensemble de ces analyses transcriptomiques par PCR quantitative, on 
peut  déduire  que  les  ulvanes  modifient  l’expression  de  certains  gènes  associés  à  la  voie  de 
signalisation  dépendante  des GAs :  induction d’un  gène  de  biosynthèse des  formes  active de GA, 
répression d’un facteur DELLA. Un parallèle avec l’effet du MeJA est à nouveau observé. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
De  manière  très  intéressante,  cette  étude  réalisée  chez  A.  thaliana  met  en  évidence 
l’importance des voies de signalisation hormonales dans l’activation des défenses en réponse à un 
éliciteur  tel  que  les  ulvanes,  et  plus  particulièrement  celle  des  interconnections  entre  elles : 
l’induction de la voie JA s’accompagne d’un répression non seulement de la voie SA mais aussi de la 
voie ABA, voire de  la voie GA. De plus,  les ulvanes apparaîssent  comme des élicteurs originaux, 
notamment par leur effet antioxydant. 
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Discussion 
 
L’objectif  de  cette  partie  des  travaux  était  d’élucider  le  mode  d’action  des  ulvanes  afin 
d’appréhender  leurs  effets  protecteurs  chez  certains  couples  plante‐parasite,  d’identifier  de 
nouvelles  applications  potentielles  et  d’améliorer  leur  efficacité.  Pour  cela,  nous  avons,  à  la  fois, 
déterminé  les effets des ulvanes sur  le transcriptome de plantes,  identifié  les voies de signalisation 
impliquées et initié une approche de leur mode de perception. 
 
1‐Les ulvanes élicitent les défenses des plantes. 
 
La protection induite par les ulvanes chez M. truncatula vis‐à‐vis de C. trifolii peut s’expliquer par 
leurs  effets  sur  les  réponses  de  défense.  Des  travaux  antérieurs  avaient mis  en  évidence  qu’ils 
induisent l’expression de gène de défense via l’utilisation d’un macroarray dédié (Cluzet, et al. 2004). 
Nous avons confirmé et étendu ce résultat grâce à la réalisation d’une analyse globale de l’effet des 
ulvanes sur le transcriptome de cette plante. Parmi les modifications observées, on note l’induction 
de gènes codant des enzymes du métabolisme  secondaire, dont certaines  sont  responsables de  la 
synthèse  de  phytoalexines  comme  la médicarpine.  La  production  de  cette  dernière  est  souvent 
accrue  en  réponse  à  des  agents  pathogènes,  comme  l’oomycète  Aphanomyces  euteiches  et  les 
champignons  Colletotrichum  trifolii  et  Phoma  medicaginis,  à  des  éliciteurs  tels  qu’un  extrait  de 
levure,  ainsi qu’à des phytohormones  tel  le MeJA  (Ameline‐Torregrosa,  et al. 2008,  Jasinski  et al. 
2009, Naoumkina et al. 2007, Torregrosa, et al. 2004).  Les ulvanes  induisent aussi  l’expression de 
plusieurs  gènes  codant  des  inhibiteurs  de  protéase  comme  cela  est  généralement  observé  en 
réponse  à  une  blessure  ou  après  l’attaque  d’un  herbivore  (Koiwa  et  al.  1997,  Ryan  1990). 
Historiquement,  ces protéines étaient associées aux défenses  induites  contre  certains  insectes  car 
elles  inhibent  l’activité  d’enzymes  digestives.  D’autres  résultats  montrent  que  leurs  effets  sont 
beaucoup  plus  étendus  puisqu’elles  participent  aux  défenses  contre  des  virus,  des  bactéries,  des 
champignons  et  des  nématodes.  Ainsi,  les  ulvanes,  dont  l’efficacité  a  été  montrée  contre  un 
champignon  pathogène,  pourraient  aussi  être  utilisés  contre  des  insectes  ou  des  virus.  L’activité 
antivirale des ulvanes pourrait  résulter de  leur  interaction avec des glycoprotéines de  l’enveloppe 
des virus comme cela à été montré pour d’autres sucres sulfatés (Ivanova et al. 1994, Witvrouw and 
DeClercq 1997). 
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2‐  Les  ulvanes  ne  perturbent  pas  la  croissance  et  le  développement  des 
plantes adultes. 
 
L’activation  des  réponses  de  défense  entraîne  souvent  un  coût  énergétique  pour  la  plante  et 
réduit ainsi sa  fitness  (Purrington 2000, Rigby et al. 2002, Zavala et al. 2004). Dans certains cas,  le 
métabolisme primaire,  en particulier  la photosynthèse, est  altéré  (Aldea  et al. 2006, Nabity  et al. 
2009,  Tang  et  al.  2009,  Tang  et  al.  2006).  Pour  limiter  ces  effets  néfastes,  il  est  apparu  plus 
intéressant d’utiliser des molécules qui n’affectaient pas directement  les réponses de défense mais 
qui les potentialisaient, comme le BABA à certaines concentrations (van Hulten, et al. 2006). D’après 
notre  étude  transcriptomique,  les  ulvanes  n’ont  pas  d’effet  néfaste  sur  la  photosynthèse  de M. 
truncatula,  contrairement au BTH et au MeJA, et n’augmentent pas  significativement  la demande 
énergétique  de  la  plante.  Il  est  aussi  apparu  que  des  traitements  répétés  n’affectaient  pas  les 
capacités photosynthétiques de plantes cultivées en pots de terreau, ni leur production de biomasse 
ou encore leur cycle de reproduction. Ainsi, les ulvanes n’entraînent pas d’effets dommageables sur 
les plantes, de manière  semblable à  ce que  serait un effet potentialisateur  (Ortmann et al. 2006). 
Toutefois, comme d’autres éliciteurs,  l’induction des défenses par  les ulvanes n’exclue pas un effet 
potentialisateur. 
 
3‐ Effets des ulvanes sur  les voies de signalisation hormonales associées aux 
défenses. 
 
Nous  avons  mis  en  évidence  que  les  ulvanes  activaient  la  voie  de  signalisation  hormonale 
dépendante de  l’acide  jasmonique  (JA)  chez  trois plantes de  familles botaniques différentes. Tout 
d’abord,  les ulvanes  induisent une  signature  transcriptomique  chez M.  truncatula qui présente de 
fortes similitudes avec celle observée en réponse au MeJA. Ainsi, ils entraînent une augmentation de 
la teneur en forme libre de JA dans les tissus foliaires de cette plante, ainsi que de l’activité inhibitrice 
de  protéase.  Les  ulvanes  induisent  aussi  l’expression  d’autres  gènes  sous  contrôle  de  cette  voie 
comme la défensine PDF1.2 chez A. thaliana et la lipoxygénase NtLOX1 chez le tabac (Fammartino et 
al.  2007,  Kessler  et  al.  2004,  Penninckx  et  al.  1996).  Par  contre,  les  ulvanes  n’induisent  pas 
l’expression de gènes régulés par la voie de signalisation dépendante de l’acide salicylique (SA), tels 
que  ceux  codant  les  protéines  de  défense  PR1a  et  PR5,  et  n’affectent  pas  les  quantités  de  cette 
hormone au sein des tissus traités.  
De nombreux autres éliciteurs de nature polysaccharidique induisent aussi la voie de signalisation 
dépendante du JA. Par exemple, les fucanes et la laminarine, deux polysaccharides extraits d’algues  
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brunes,  induisent  la  production  de  protéines  PR  basiques  via  l’activation  de  cette  voie  de 
signalisation  chez  le  tabac  (Menard,  et  al.  2004).  La  laminarine  induit  aussi  l’expression  d’une 
lipoxygénase, enzyme qui  catalyse  la première étape de  la  synthèse de  JA  (Klarzynski, et al. 2000, 
Schaller 2001, Shinya, et al. 2006). De même,  les produits de  la dégradation de  la pectine par  les 
enzymes microbiennes activent cette voie de signalisation (Doares, et al. 1995).  
L’activation de la voie de signalisation dépendante du JA est responsable de la mise en place de la 
résistance  systémique  induite  (ISR)  comme  cela  a  pu  être  observé  en  réponse  aux  bactéries 
promotrices  de  la  croissance  des  plantes  (PGPR)  ou  à  certains  éliciteurs  (Pieterse  et  al.  2000). 
Toutefois, nous n’avons pas mis en évidence d’effet systémique en réponse aux ulvanes. 
 
4‐ Effets des ulvanes sur d’autres voies de signalisation hormonales. 
 
D’après certains de nos résultats, les ulvanes affectent d’autres voies de signalisation hormonales 
que  celle du  JA. Par exemple,  ils  induisent  l’expression de  facteurs de  transcription GRAS  chez M. 
truncatula et  répriment  celle d’un  facteur de  transcription GRAS  type DELLA  chez A.  thaliana. Ces 
facteurs  de  transcription  régulent  la  voie  de  signalisation  dépendante  des  acides  gibbérelliques 
(GAs), hormones qui contrôlent non seulement le cycle de développement des plantes dont celui A. 
thaliana (Weiss and Ori 2007), mais aussi des réponses de défense contre des agents pathogènes. En 
effet,  la  stabilisation  des  protéines  DELLA,  et  donc  la  répression  de  la  voie  GA,  entraîne  une 
diminution  de  la  résistance  d’A.  thaliana  à  la  bactérie  pathogène  hémibiotrophe  Pseudomonas 
syringae et une augmentation de celle vis‐à‐vis du champignon nécrotrophe Alternaria brassicicola 
(Navarro, et al. 2008). Comme la résistance à ces agents pathogènes nécrotrophes dépend aussi de la 
voie du JA, ces résultats suggèrent des interactions entre les voies GA et JA. Sachant que les ulvanes 
induisent la voie du JA, il était intéressant de rechercher leur effet sur la voie GA. Chez A. thaliana, la 
voie GA en réponse à flg22 est responsable de l’effet inhibiteur de la flagelline sur la croissance des 
plantes.  En  réponse  aux  ulvanes,  une  inhibition  de  la  croissance  in  vitro  des  plantes  a  aussi  été 
observée mais elle n’a pas pu être expliquée par une répression de la voie GA. 
Les  ulvanes  semblent  également  réprimer  la  voie  de  signalisation  dépendante  de  l’acide 
abscissique  (ABA)  dans  la mesure  où  ils  réduisent  les  quantités  libres  de  cette  hormone  dans  les 
tissus foliaires des plantes traitées. Cet effet peut être une conséquence de l’activation de la voie du 
JA comme suggéré par de nombreux résultats montrant des effets antagonistes entre ces deux voies 
de  signalisation  (Fujita  et  al.  2006).  Cependant,  les  ulvanes  provoquent  aussi  une  fermeture  des 
stomates, synonyme d’activation de la voie ABA (Adie, et al. 2007, Anderson, et al. 2004, Christmann 
et al. 2006), à l’inverse de l’effet précédemment rapporté, à moins que cette fermeture ne soit pas  
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régulée par  l’ABA mais par  la voie du  JA  comme  le montrent  certains  résultats  (Gomi et al. 2005, 
Suhita et al. 2004).  
L’ensemble de ces résultats montre que les ulvanes altèrent un réseau complexe de signalisation, 
dans lequel le JA joue un rôle prépondérant. 
 
5‐ Signalisation précoce atypique en réponse aux ulvanes. 
 
Contrairement  à  de  nombreux  éliciteurs  et  divers  types  d’attaques  parasitaires,  les  ulvanes 
n’induisent pas  la production d’espèces activées de  l’oxygène  (ROS), telles que représentées par  le 
peroxyde  d’oxygène.  En  effet,  des  éliciteurs  glucidiques  tels  que  la  laminarine  ou  les 
oligogacturonates  induisent une  très  forte production de ROS quelques  instants après  leur contact 
avec  le matériel  végétal étudié  (Aziz, et al. 2004, Klarzynski, et al. 2000, Menard, et al. 2004). Ce 
phénomène est généralement associé à des variations calciques cytoplasmiques et/ou nucléaires, en 
particulier au niveau de  la mitochondrie  (Feissner et al. 2009). En réponse aux ulvanes, bien qu’on 
n’observe  pas  de  stress  oxydant,  nous  avons  pu mettre  en  évidence  un  effet  sur  la  signalisation 
calcique qui se traduit par une augmentation rapide, significative et transitoire de sa concentration 
cytosolique. Ainsi,  il  semble que  ces deux  voies de  signalisation  souvent  induites de manière  très 
précoce dans de nombreux systèmes peuvent être dissociées (Yan, et al. 2006). De plus, des essais in 
vitro montrent  que  les  ulvanes  possèdent  des  propriétés  antioxydantes  telles  que  la  capacité  à 
s’associer  aux  radicaux  hydroxyles  et  superoxydes  (Qi  et  al.  2005,  Qi  et  al.  2006).  D’après  nos 
résultats, les ulvanes ne sont pas capables de piéger les ROS produits en réponse à flg22, cependant 
lorsque  qu’ils  sont  appliqués  un  certain  temps  avant  l’ajout  d’un  éliciteur  provoquant  un  stress 
oxydant,  ils  réduisent  fortement  la  production  de  ROS.  Ces  résultats  suggèrent  que  les  ulvanes 
induisent  les systèmes de détoxication et/ou répriment  les systèmes de production de ROS.  Il n’est 
pas  possible  de  trancher  entre  ces  deux  hypothèses  à  la  lumière  des  effets  des  ulvanes  sur  le 
transcriptome  de  M.  truncatula.  Toutefois,  un  gène  codant  une  oxydase  associée  au  burst 
respiratoire,  dont  un  orthologue  a  été  identifié  comme  responsable  de  la  production  de  ROS  en 
réponse  à  flg22  chez A.  thaliana  (Nuhse  et  al.  2007),  est  très  fortement  réprimé  sous  l’effet  des 
ulvanes  et  constitue  ainsi  un  bon  candidat  expliquant  leur  effet  antioxydant. De  telles  propriétés 
antioxydantes, aussi observées en réponse à un éliciteur glucidique extrait d’Aspergillus sojae, ont pu 
être associées à la production d’isoflavones chez le soja (Boue et al. 2008). 
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Fig2‐15‐  Schéma  récapitulatif  du mode  d’action  de  l’extrait  d’algue  verte.  (1)  Tout  d’abord,  le 
principe actif de  l’extrait à été  identifié comme étant un polysaccharide de haut poids moléculaire, 
l’ulvane. Ce  sucre est essentiellement  formé de  l’enchaînement d’acide uronique  et de  rhamnose 
sulfaté. (2) Ce sucre est reconnu comme du « non‐soi » par les cellules végétales. Il est reconnu soit 
par un récepteur comme  les MAMPs, soit via son action sur  la paroi végétale comme un DAMP. (3) 
Ainsi  perçus,  les  ulvanes  induisent  une  augmentation  de  la  concentration  calcique  cytoplasmique 
(Ca2+cyt),  (4)  une  réduction  de  la  production  de  ROS,  (5)  ainsi  qu’une  activation  de  la  voie  de 
signalisation hormonale dépendante de l’acide jasmonique (JA) accompagnée d’une répression de la 
voie de l’acide salicylique. (6) Les ulvanes entraînent aussi des modifications de l’expression génique 
(7) qui pourraient être amplifiées par  la perception de peptides endogènes  tels que  ceux  issus de 
PROPEP1  par  le  récepteur  PEPR2.  Ces  réponses  aboutissant  (8)  à  la  production  de métabolites 
secondaires,  (9)  au    renforcement  pariétal  et  (10)  la  synthèse  de  composés  antimicrobiens.  (11) 
L’ensemble  de  ces  réponses  de  défense  permet  à  la  plante  d’être  plus  résistante  aux  agents 
pathogènes.    
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6‐ Comment les plantes peuvent‐elles percevoir des molécules de la taille des 
ulvanes ? 
 
Les  ulvanes  élicitent  non  seulement  le  système  immunitaire  des  plantes mais  aussi  celui  des 
animaux  comme  le montre  leur  effet  sur  l’expression  de  gènes  codant  des  interleukines  et  des 
chimiokines  (Leiro,  et  al.  2007).  Alors  que  ces  molécules  sont  reconnues  par  ces  différents 
organismes,  leur mode  de  perception  n’est  pas  encore  élucidé.  Il  en  est  de même  pour  d’autres 
éliciteurs polysaccharidiques, tels que la laminarine et les fucanes. 
D’après  les données de  la  littérature,  les éliciteurs dont  le mode de perception est élucidé sont 
reconnus via leur interaction avec des récepteurs de type RLKs. Le criblage de mutants d’A. thaliana 
affectés dans ce  type de gène en  réponse aux ulvanes a permis d’identifier un candidat potentiel, 
PEPR2. Ce gène présente une forte homologie avec PEPR1 et pourrait, comme ce dernier, être plutôt 
impliqué  dans  la  perception  de  peptides  endogènes  et  l’amplification  des  réponses  de  défense, 
plutôt que dans une interaction directe avec des sucres tels que les ulvanes.  
Chez  les cellules animales,  les effets observés en réponse aux ulvanes sont très similaires à ceux 
induits par d’autres sucres sulfatés comme  les chondroïtines sulfates  (Rachmilewitz and Tykocinski 
1998). Or, ceux‐ci ne  semblent pas être perçus par  les cellules via  leur  interaction directe avec un 
récepteur  mais  plutôt  par  leur  effet  sur  un  autre  complexe  ligand‐récepteur  composé  d’acide 
hyaluronique  et  de  la  protéine  CD44.  Les  ulvanes  pourraient  avoir  le  même  type  d’action,  en 
particulier chez les plantes. En effet, ils sont proches d’un polysaccharide pariétal, la pectine, de par 
la nature des oses et leurs charges. Très récemment, le mode de perception de fragments de pectine 
que sont  les OGA a été élucidé  (Cabrera, et al. 2008).  Ils seraient reconnus par  le récepteur WAK1 
sous  leur forme tridimensionnelle en boîte à œuf contenant des  ions calcium. De part  leur charges 
négatives,  les  ulvanes  pourraient  complexer  les  ions  calcium  nécessaires  à  la  structure 
tridimensionnelle  des  OGA  et  modifier  ainsi  l’interaction  des  pectines  avec WAK1.  Dans  un  tel 
schéma,  les ulvanes seraient perçus de  façon  indirecte, par  leurs effets perturbateurs de  l’intégrité 
pariétale. 
 
L’étude  du  mode  d’action  des  ulvanes  a  permis  d’obtenir  un  ensemble  de  résultats  très 
prometteurs  pour  comprendre  et  améliorer  leur  efficacité  selon  les  couples  plantes‐parasites 
considérés,  ainsi  que  pour  suggérer  des  applications  agronomiques  (Fig2‐15).  Il  faut  souligner  ici 
l’apport majeur de l’analyse transcriptomique qui, même si elle ne couvre pas la totalité du génome 
de Medicago, a fait émerger dans ces grandes  lignes,  le mécanisme d’action des ulvanes. Elle a mis 
en évidence l’implication majeure de la voie de signalisation de l’acide jasmonique, dans un réseau  
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complexe de signalisation. Ces avancées ont été confortées par l’utilisation de mutants, notamment 
de mutants de perception qui ouvrent de nouvelles pistes de recherche. 
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Fig2‐16‐ Génotypes des  lignées  isogéniques 210A et 210F au niveau de  la  région Ct1.  Le QTL de 
résistance à Colletotrichum trifolii chez M. truncatula, Ct1, est situé en haut du chromosome 4 entre 
8‐12cM  (Ameline‐Torregrosa et al., 2008).  La  ligné 210,  issue de  la  septième autofécondation  (F7) 
après le croissement A17×F83005.5, est hétérozygote (H) dans la région Ct1, en particulier au niveau 
des marqueurs h2‐8d13a, mtCt12 et mtCt14. A partir d’une autofécondation  supplémentaire  (F8), 
deux  lignée  isogéniques  homozygotes  dans  cette  région  ont  été  sélectionnés.  Elles  possèdent 
respectivement  les allèles de A17 (A) et F83005.5 (F). 
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Matériels et Méthodes 
 
1‐ Matériel végétal. 
 
1‐1‐ Medicago truncatula. 
 
Les plantes de Medicago  truncatula  sauvage  ,lignée  F83005.5,  fournies par  le Dr  J.M. Prosperi 
(ENSAM,  INRA  Montpellier,  France)  ont  été  retenues.  Nous  avons  aussi  utilisé  deux  lignées 
isogéniques sélectionnées à partir d’une famille hétérogène de plantes recombinantes provenant de 
plusieurs  autofécondations  de  lignées  issues  du  croisement  entre  les  génotypes  A17  x  F83005.5 
(Ameline‐Torregrosa, et al. 2008). Ces deux lignées isogéniques, nommées 210 A et 210F, ségrégent 
complètement  dans  la  région  conférant  la  résistance  à  Colletotrichum  trifolii,  Ct1,  et  possèdent 
respectivement  les  allèles  de  A17  et  F83005.5  (Fig2‐16).  Les  graines  sont  stérilisées  à  l’acide 
sulfurique  (100%, 5 min), puis  rincées plusieurs  fois avant d’être déposées sur milieu gélosé  (agar, 
1%).  Ce  traitement,  associé  à  une  incubation  une  nuit  à  4°C,  permet  de  vernaliser  les  graines  et 
assure leur germination lorsqu’elles sont placées par la suite deux jours à 20°C,  à l’obscurité. Après 
ce temps,  les petites germinations sont transférées dans des pots de terreau  (3 plantes par pot de 
7*7cm) et cultivées en salle de culture (16h jour à 25°C, 8h nuit à 22°C).  
  
1‐2‐ Arabidopsis thaliana.  
 
Les graines d’Arabidopsis thaliana écotype Columbia, de la lignée transgénique PR1::GUS (Shapiro 
et al., 2001), et des mutants NahG, ada3.1, jar1‐1, Atperp1 et Atperp2, ont directement été semées 
sur des mottes de terreau (Jiffy). Afin de lever l’inhibition de germination, elles ont été laissées deux 
jours à 4°C, puis elles ont été transférées en chambre de culture (9h jour à 22°C, 15h nuit à 20°C).  
Pour la culture in‐vitro d’A. thaliana,  les graines  ont été stérilisées par un mélange d’HCl (5%) et 
d’éthanol (50%), puis rincées, transférées dans des boîtes de Petri sur du milieu MS (Murashige and 
Skoog 1962)  solide  enrichi  en  saccharose  (1%)  et mises deux  jours  à 4°C.  Ensuite,  les boîtes  sont 
placées verticalement en chambre de culture  sous lumière continue à 23°C.  
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2‐ Bio essais d’élicitation. 
  
2‐1‐ Elicitation de plantes entières.  
 
Les plantes de  M. truncatula et A. thaliana âgées de 4 semaines, ont été élicitées par la fraction 
insoluble  à  l’EtOH préparée  à  la  concentration de 1mg.ml‐1,  à  laquelle  a été  ajoutée un  adjuvant, 
l’Actilandes,  à  0.01%. Cette  solution  aqueuse  a  été pulvérisée  sur  l’ensemble des parties  foliaires 
jusqu’à  ruissellement.  De  la  même  manière,  des  plantes  ont  été  traitées  avec  une  solution 
d’Actilandes à 0.01% afin de constituer un contrôle négatif. Deux autres  traitements, utilisant une 
solution  de  méthyl‐jasmonate  à  500mM  avec  de  l’Actilandes  à  0.01%  et  une  solution  de  BTH, 
acibenzolar‐S‐methyl, à 40µg.ml‐1, ont été réalisés.  
 
2‐2‐ Elicitation de plantes en culture in vitro.  
 
Après une  semaine de développement  comme précédemment décrit,  les plantes d’Arabidopsis 
ont été  transférées dans des plaques 24 puits à  raison d’une plante par puits contenant 250µl de 
milieu MS  liquide enrichi en saccharose  (1%). Une aliquote  (250µl) de  la fraction  insoluble à  l’EtOH 
dissoute dans ce milieu à hauteur de 1mg.ml‐1 est ajoutée à chaque puits. Dans le cadre de l’étude de 
la signalisation associée aux GAs, du GA3 (Sigma) à 10µM a été ajouté au milieu de culture. 
  
2‐3‐ Tests de criblage. 
 
Afin d’identifier des mutants d’A. thaliana incapables de répondre aux ulvanes, un test de criblage 
reposant sur un phénotype visuel a été mis au point. Ces expériences ont été réalisées sur les plantes 
d’A.thaliana cultivées  in‐vitro âgées de 7  jours dont  le poids a été mesuré une semaine après avoir 
ajouté l’éliciteur. 
  
3‐ Techniques de biologie moléculaire. 
  
3‐1‐ Analyse transcriptomique par microarray chez Medicago truncatula. 
 
Les  plantes  ont  été  élicitées  comme  décrit  dans  le  paragraphe  2‐1.  Seules  les  feuilles  ont  été 
récoltées  après  l’élicitation  à  différent  temps,  un,  deux  et  six  jours.  Pour  chaque  condition,  deux 
répétitions biologiques ont été réalisées, formées de 10 plantes, à partir desquelles quatre  
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Fig2‐17‐ Schéma des hybridations  réalisées  lors des microarrays. En  raison de  l’ajout d’Actilandes 
aux ulvanes et au MeJA, mais non au BTH, les échantillons ont été utilisés séparément pour réaliser 
les hybridations. Nous avons aussi séparé les échantillons selon le temps auquel ils ont été prélevés, 
1 et 2 jours ou 6 jours après les traitements.   
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extractions d’ARN ont été  réalisées, soit deux  répétitions  techniques par  répétition biologique. Les 
ARN  issus des  tissus  récoltés un  jour après  l’élicitation ont été mélangés en quantité égale à ceux 
obtenus  à  partir  des  tissus  récoltés  deux  jours  après  l’élicitation  afin  d’effectuer  une  analyse  de 
l’expression précoce des gènes. Les ARNs issus des tissus récoltés six jours après l’élicitation ont été 
traités séparément pour quantifier l’expression tardive des gènes.  
 
Nous  avons  réalisé  les  analyses  transcriptomiques  chez  M.  truncatula  grâce  aux  puces 
Mt16kOLI1Plus,  fabriquées  par  l’université  de  Bielfeld  (Allemagne).  Chaque  puce  comprend  une 
collection  d’oligonucléotides  de  70mer  construite  à  partir  de  tous  les  unigènes  (TCs)  issus  de  la 
version  5  du  TIGR  M.  truncatula  Gene  Index  version  5  par  la  société  Operon 
(http://www.operon.com/arrays/  omad.php),à  laquelle  ont  été  ajoutés  384  sondes  ciblant  des 
facteurs de transcription et d’autres régulateurs.L’ensemble représente environ un tiers des gènes de 
la plante.  
 
Les ARN  totaux  ont  été  extraits  des  tissus  foliaires  récoltés  et  finement  broyés  en  utilisant  le 
réactif TRIzol  (Invitrogen).  Ils ont été ensuite purifiés et  concentrés  sur des  colonnes Microcon‐30 
(Millipore). Nous avons utilisé 5µg de ces ARN  totaux afin de synthétiser  les ADNc correspondants 
marqués par  le Cy3 ou  le Cy5.  La  réverse  transcription a été effectuée  grâce au  kit CyScribe  First 
Strand  cDNA  labelling  (Amersham  Biosciences),  selon  les  recommandations  données  par  le 
constructeur. Un mélange d’amorces a été ajouté aux ARN, formé de 2µg d’amorces double brin de 
type oligo(dT)15 VN et de 3µg d’amorces au hasard. Après avoir purifié  les ADNc marqués avec  le 
système ChipShot Membrane Clean Up System (Promega),  l’efficacité de marquage a été quantifiée 
au  Nanodrop  (Thermo  Scientific)  en mesurant  l’absorbance  à  260,  550  and  650nm.  Nous  avons 
sélectionné les échantillons présentant un taux de nucléotides marqués de plus de 20% pour réaliser 
les  hybridations.  Les‐hybridations  ont  été  réalisées  automatiquement,  à  partir  de  quantités 
identiques d’ADNc marqués par  les fluorochromes Cy3 et Cy5, dans une chambre Ventana Medical 
Systems (Discovery) selon la procédure standard (hybridation 16h à 42°C, 2 rinçages RiboWash, 1min, 
20°C, 1  rinçage SSC 0.1 X, 1min, 20°C). Les  lames de verre sont ensuite séchées par centrifugation 
(185g, 5min, 20°C), puis scannées par un appareil Genepix 4000 (Axon Instruments).  
 
L’analyse des images obtenues a été réalisée avec le logiciel Mapix (Innopsys, France) permettant 
d’obtenir, pour chaque point et chaque canal de fluorescence, l’intensité moyenne en pixel du signal 
(Ismoy) et du bruit de  fond  (Ibmoy). Toutes  les données associées à une  valeur de R<0.7 ont été 
marquées  comme  «  vide  »  et  éliminées,  avec  R=(Ismoy‐Ibmoy)/σ(Ib).  Les  hybridations  ont  été 
réalisées selon un modèle en boucle saturée (Fig2‐17). Les données associées à chaque fluorochrome  
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Tableau2‐6‐ Séquences des amorces utilisées en qPCR. 
gène  fonction   amorce sens  amorce antisens 
At5g44340  βtubuline  5’‐GAGGGAGCCATTGACAACATCTT‐3’  5’‐GAGGGAGCCATTGACAACATCTT‐3’ 
At3g18780  actine2  5’‐TCGCTGACCGTATGAGCAAAGAA‐3’  5’‐TGGAATGTGCTGAGGGAAGCA‐3’ 
At2g14610  PR1  5’‐GGAGCTACGCAGAACAACTAAGA‐3’  5’‐CCCACGAGGATCATAGTTGCAACTGA‐3’ 
At5g44420  PDF1.2  5’‐TCATGGCTAAGTTTGCTTCC‐3’  5’‐AATACACACGATTTAGCACC‐3’ 
At1g75040  PR5  5’‐CGGTACAAGTGAAGGTGCTCGTT‐3’  5’‐GCCTCGTAGATGGTTACAATGTCA‐3’ 
At5g24780  VSP1  5’‐GGATCGAAGTTGACGCAAGTG‐3’  5’‐CTCAACCAAATCAGCCCATTG‐3’ 
At1g72260  Thi1.2  5’‐CTCGAAAACTCAGCTGATGCTACC‐3’  5’‐AGAGTTCTGGAGAGTGTTCATGGC‐3’ 
At5g64900  PROPEP1  5’‐CCTATCAGATCTCAATGGAGAAAT‐3’  5’‐CAATGTAACTTAAAGTGCCTAATTATG‐3’ 
At1g14920  GAI  5’‐TCTGTTCAACGGCGGTGAGG‐3’  5’‐TTTCCAAGCCGAGGTGGCTATG‐3’ 
At2g01570  RGA  5’‐TGGCCAAGGTTATCGTGTGG‐3’  5’‐CGCCGTCGAGAGTTTCCAG‐3’ 
At1g66350  RGL1  5’‐ACTTTATGCCGGGGCTGATG‐3’  5’‐TGATTCGCCACGCAGATGTTGC‐3’ 
At3g03450  RGL2  5’‐CGCTTTACGCTACCGGAGATG‐3’  5’‐GAGTTTCCACGCCGAGGTTG‐3’ 
At5g17490  RGL3  5’‐TCTGGCGGTGGAGATGGATAC‐3’  5’‐GCTAGTTTCCACGCCGATGC‐3’ 
At4g25420  20ox  5’‐GGTTTCTTCCTCGTGGTCAA‐3’  5’‐CCAACATCTCACCGGATTTT‐3’ 
At1g15550  3ox  5’‐ACGTTGGTGACCTCTTCCAC‐3’  5’‐CCCCAAAGGAATGCTACAGA‐3’ 
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ont  été  traitées  séparément.  Elles  ont  été  normalisées  par  régression  linéaire  locale  grâce  à  la 
fonction  Lowess  disponible  dans  depuis  la  «  bibliothèque  »  limma  du  logiciel  R  (http://www.r‐
project.org/), puis traitées afin d’identifier le niveau d’expression des gènes selon le traitement et sa 
significativité grâce à un script développé sous R (TableauS1). L’ensemble des données a été déposé, 
en  format MIAME,  dans  la  base  de  donnée  européenne  ArrayExpress  et  est  disponible  sous  le 
numéro d’accession E‐MEXP‐1995. 
  
3‐2‐ Analyse transcriptomique par PCR quantitative chez Arabidopsis thaliana. 
 
Les  plantes  ont  été  élicitées  comme  décrit  dans  la  paragraphe  2‐1.  Seules  les  feuilles  ont  été 
récoltées  après  l’élicitation  à  différents  temps,  un,  trois  ou  cinq  jours.  Deux  ou  trois  répétitions 
biologiques ont été réalisées, formées de 10 plantes pour chaque condition.  
 
Afin de standardiser les expériences de PCR quantitative, il est nécessaire d’utiliser des gènes dont 
l’expression est constitutive. Nous avons choisi deux gènes de ce  type, ordinairement utilisés pour 
ces d’analyses, qui sont At5g44340 et At3g18780 codant respectivement  la β‐tubuline et  l’actine 2. 
Ensuite,  nous  avons  choisi  d’étudier  des  gènes  dont  l’expression  est  contrôlée  par  les  voies  de 
signalisation hormonales : PR1( At2g14610 )dépendant du SA ; et parmi ceux répondant au JA, nous 
avons retenu  la défensine PDF1.2  ( At5g44420),   une PR5  (At1g75040), une protéine végétative de 
réserve (VSP1, At5g24780), une thionine (Thi1.2, At1g72260), et au propeptide AtPEP1, At5g64900. 
Par la suite, nous avons aussi étudié l’expression de gènes de la voie des GAs codant les cinq facteurs 
DELLAs, GAI, At1g14920, RGA,  At2g01570, RGL1, At1g66350, RGL2, At3g03450 et RGL3, At5g17490, 
et deux oxygénases spécifiques, GA 20‐ox( At4g25420), et GA 3‐ox (At1g15550). 
 
Pour chaque gène, un couple d’amorce spécifique a été créé à partir de la partie 3’‐terminale afin 
d’amplifier un fragment de moins de 300bp à une température de fusion de 60°C±0.5°C  via le logiciel 
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Les séquences correspondantes sont présentées dans le 
Tableau 2‐6. Après avoir vérifié leur spécificité par PCR classique, leur efficacité est mesurée en PCR 
quantitative à partir de dilutions successives d’ADNc.  
 
Les ARN  totaux ont été extraits à partir de 100mg de  tissus  foliaires broyés  finement à  l’azote 
liquide,  grâce  au  kit  SV  Total RNA  Isolation  System  (Promega),  puis  resuspendus  dans  30µl  d’eau 
RNase free. La qualité des ARN a été vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose et d’éventuelles 
contaminations ont été  recherchées par PCR. Les ADNc ont été obtenus à partir de 2µg d’ARN en 
utilisant les amorces de type OligodT et le kit SuperScriptTM III (Invitrogen). Ils ont ensuite été  
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utilisés  pour  quantifier  l’expression  de  gènes  d’intérêt  par  PCR  quantitative.  Dans  ce  but,  les 
expériences sont réalisées sur un système ABI Prims SDS 7900HT (Applied Biosystems). Brièvement, 
la  réaction  s’effectue dans un volume  final de 10µl  contenant 2µl des ADNc dilué au 1:50, 5µl de 
Master  Mix  Plus  de  SyberGreen  I  (Eurogentec)  et  les  deux  amorces  à  0.15µM.  Le  programme 
d’amplification est le suivant : après 5 min d’incubation à 95°C, 40 cycles formés d’une étape de 15s à 
95°C et d’une autre de 30s à 60°C sont réalisés, puis une courbe de dissociation est effectuée entre 
50°C et 95°C pour vérifier l’unicité de l’amplicon. 
 
Les résultats sont analysés avec le logiciel SDS 2.1, qui nous permet de déterminer le nombre de 
cycles d’amplification nécessaires pour atteindre une valeur  seuil de  fluorescence  : Ct. Ces valeurs 
sont  ensuite  normalisées  par  rapport  au  gène  de  référence,  puis  par  rapport  au  témoin  par  la 
méthode  du  ∆∆CT  et  enfin  transformées  par  la  fonction  2^(‐X) ,  afin  d’obtenir  le  rapport 
d’expression. Trois répétitions biologiques ont été effectuées.  
  
4‐ Techniques analytiques. 
  
4‐1‐ Mesure de l’activité inhibitrice de protéase. 
 
Ces mesures ont été réalisées à partir des tissus foliaires récoltés six jours après l’élicitation de M. 
truncatula en plantes entières, correspondant aux échantillons également utilisés pour  réaliser  les 
microarrays.  
 
L’extraction  des  inhibiteurs  de  protéase  et  le  dosage  de  leur  activité  ont  été  réalisés  selon  la 
méthode de Kunitz (1948). A partir de 1.5g de tissus finement broyés à l’azote liquide, les protéines 
ont été extraites grâce à 4.5ml de  tampon  formé de Tris‐HCl  (0.5M, pH8.5), de polyéthylène glycol 
(0.5%,  w/v)  et  de  polyvinylpolypyrolidone  (3%,  w/v),  sous  agitation  pendant  1h  à  froid.  Après 
centrifugation (1 h, 13000g à 4°C), le surnageant a été chauffé à 65°C pendant 10 min afin d’éliminer 
un nouveau précipité par centrifugation (5 min, 10000g). La quantité de protéines du surnageant a 
été dosée par la méthode de Lowry (Lowry, et al. 1951).  
 
Pour doser  l’activité des  inhibiteurs de protéases,  l’extrait  (250µl)  a été mélangé  à un  tampon 
phosphate de pH 6.8 afin d’obtenir un volume finale de 450µl. L’ensemble a été placé à 30°C dans 
des tubes en verre contenant un barreau aimenté afin d’agiter constamment la solution par la suite. 
Tout d’abord, 50µl de trypsine (TPCK Cooper Biomedicals) diluée dans l’HCl 1mM à la concentration  
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de 1g.ml‐1 ont été ajoutés. Après 3min, 500µl de caséine “Hammarsten”  (Merck, Allemagne) à 1% 
(w:v) ont été ajoutés et la température a été élevée à 37°C pour une durée de 2h. La réaction a été 
ensuite arrêtée par précipitation à  l’aide de TCA 3% à 0‐4°C pendant 30 minutes. Après  filtration, 
l’absorbance du  filtrat a été mesurée à 340nm afin de déterminer  l’activité protéase  résiduelle du 
milieu  réactionnel.  L’inhibition de  l’activité protéase,  calculée  en  comparant  l’activité protéase de 
l’échantillon  avec  et  sans  extrait  protéique  de  plante,  est  exprimée  en µg  de  trypsine  par mg  de 
protéine.  
  
4‐2‐ Dosage des phytohormones, SA, JA et ABA. 
 
Les mesures  ont  été  réalisées  à  partir  des  tissus  foliaires  récoltés  un,  deux  et  six  jours  après 
l’élicitation de M. truncatula en plantes entières, correspondant aux échantillons également utilisés 
pour réaliser les microarrays.  
 
Les hormones SA,  JA et ABA ont été extraites selon le protocole de Forcat (2008). Pour cela, deux 
standards  internes,  2H4‐SA,  2H5‐JA,  ont  été  ajoutés  (40ng)  auxmatérielsvégétal  broyé  finement  à 
l’azote  liquide  (100mg). Ensuite, deux extractions  successives ont été  réalisées à 0‐4°C à  l’aide de 
400µl  de méthanol  à  10%  auquel  a  été  ajouté  de  l’acide  acétique  à  1%.  Les  hormones  ont  été 
quantifiées à partir de 5µl du surnageant récupéré après trois centrifugations. 
 
Le protocole de quantification  a  été  adapté de  celui  réalisé  sur HPLC‐ESI‐MS/MS  (Forcat  et al. 
2008).  Les  éléments  ont  été  séparés  par  chromatographie  en  phase  liquide  sur  une  colonne 
analytique de type C18, AcquityTM UPLC BEH (100 mm×2.1 mm×1.7µm, Waters, USA). L’expérience a 
été effectuée à 35°C, à partir des échantillons conservés à 4°C. Deux solvants ont été utilisés, A = eau 
+ 0.1% HCOOH et B=acetonitrile 100% selon le gradient suivant : 0‐1 min: 5% B; 1‐8 min: 5‐68% B; 8‐9 
min: 95% B; 9‐10 min: 95% B; 10‐11 min 5% B, 11‐12 min 5% B, et un  flux de 300 µl/min. Ensuite, 
l’éluat a été directement analysé par spectrométrie de masse grâce à un système Micromass Q‐Tof 
PremierTM (Waters, USA). Les hormones, SA, JA, ABA, et  leurs standards marqués, 2H4‐SA, 2H5‐JA, 
ont été détectés en  tant qu’ions  [M‐H] après une  ionisation par électrospray en mode négatif.  La 
tension des capillaires et du cône du spectromètre étaient, respectivement,  de 2.8 kV et 30 V. Les 
températures de la source et de désolvatation étaient, respectivement, de 120°C et 400°C. L’azote a 
été utilisé comme gaz pour  le cone à 30l/h et pour  la désolvatation à 800l/h, et  l’argon comme gaz 
lors de la collision. Le spectromètre de masse est calibré avec une solution de formiate de sodium et 
stabilisé  par  une  solution  de  leucine‐enképhaline  (500  pg/µl,  2  µl/min)  afin  d’assurer  la 
reproductibilité des résultats. Les données ont été acquises via le logiciel MassLynx en mode  
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Fig2‐18‐  Dosage  de  la  production  d’H2O2.  (A)  Schéma  de  la  réaction  de  dosage.  Le  luminol,  en 
présence de peroxydase et d’H2O2, est oxydé. Cette forme émet de la lumière qui peut être détectée. 
(B)  En  réponse  à  l’éliciteur,  la  luminescence  est  mesurée  pendant  30 minutes.  A  partir  de  ces 
données a été calculé la différence entre les valeurs maximale et minimale, Δmax. 
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controide,  à  raison  d’une  acquisition  toute  les  0.25  s,  soit  la moyenne  d’au moins  trois  lectures 
espacées par 0.02 s.   
 
L'analyse MS/MS  a  été menée  selon  le mode MRM  (Multiple  Reaction Monitoring)  après  les 
dissociations  induites par  collision.  L’énergie de  collision  a  été  déterminée  pour  chaque molécule 
grâce à des solutions mères à 2 ng/ml: 15 eV pour le SA et le 2H4‐SA, 12 eV pour l’ABA, et 17 eV pour 
le  JA et  le 2H5‐JA. Les  transitions MRM quantifiées ont été  : 137.0 > 93.0 pour  le SA, 141.0 > 97.0 
pour le 2H4‐SA, 263.1 > 153.1 pour l’ABA, 209.1 > 59.0 pour le JA and 214.1 > 62.0 pour le 2H5‐JA. La 
quantification  des  résultats  a  été  réalisée  par  le  logiciel QuanLynx  (Waters)  à  partir  des  courbes 
étalons de chaque phytohormone (0.5 ng à 250 ng.ml‐1). A partir de ces courbes, l’aire entre l’ion fille 
de l’échantillon et son standard interne correspondant (SA/2H4‐SA; JA/2H5‐JA et ABA/2H4‐SA) a été 
calculée,  transformée  en  quantité  absolue  d’hormone,  puis  en  concentration  en  ng.g‐1  de masse 
fraîche de l’échantillon.   
 
4‐3‐ Quantification de la production extracellulaire de peroxyde d’hydrogène (H2O2).  
 
Les expériences ont été  réalisées sur des disques  foliaires  (Ø 2mm) prélevés à partir de  feuilles 
complètement développées d’A. thaliana adultes âgées de 4 semaines cultivées en pot de terreau. Ils 
ont été rincés à l’eau stérile sous agitation pendant la nuit.   
 
Les éliciteurs testés ont été ajoutés au milieu réactionnel au début de l’expérience afin d’obtenir 
les concentrations finales suivantes : fraction insoluble à l’EtOH à 500µg.ml‐1, peptide flg22 fourni par 
le Dr B. Ranty (UMR5546, France) à 10µM. Lors de certaines expériences, les disques foliaires ont été 
pré‐incubés toute  la nuit sous agitation dans une solution d’ulvanes (fraction  insoluble à  l’EtOH) ou 
de carraghénanes à 100mg.ml‐1.  
 
La  production  extracellulaire  d’H2O2  a  été  mesurée  grâce  à  la  méthode  utilisant  le  luminol 
développée par Keppler (Keppler et al. 1989). Pour cela, trois disques foliaires ont été placés dans un 
tube contenant, dans 100µl d’une solution 20mM de luminol (Sigma), 1mg de peroxydase de raifort  
(Fluka, Suisse) et  l’éliciteur testé (Fig2‐18). La  lumière émise a été mesurée pendant 30 min grâce à 
un  luminomètre  à  tube  (Lumat  LB9507,  Berthold,  Allemagne).  Les  valeurs  présentées  sont  la 
différence entre les valeurs de luminescence minimale et maximale mesurées.   
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Utilisations agronomiques potentielles 
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Introduction 
 
Les  recherches menées afin de découvrir des éliciteurs de défense des plantes se sont  révélées 
très fructueuses au cours de ces dernières années. Ainsi ont été caractérisés des éliciteurs de nature 
chimique  diverse :  protéine,  lipide,  glycane.  Alors  que  certains  d’entre  eux  sont  produits  par  les 
agents  pathogènes,  d’autres  proviennent  de microorganismes  non‐pathogènes,  de  la  plante  elle‐
même,  voire  des  algues.  Peter  Albersheim  et  ses  collègues  ont  proposé  dès  1985,  d’utiliser  ces 
éliciteurs  pour  développer  de  nouvelles  stratégies  phytosanitaires.  L’application  d’un  éliciteur  sur 
une plante  induit  ses  réponses de défense et ainsi  la prépare aux  futures attaques auxquelles elle 
pourra être soumise. D’où le terme de stimulateurs de défenses naturelles (SDN), également donné 
aux éliciteurs. 
 
L’utilisation  des  éliciteurs  semble  être  un  moyen  prometteur  alternatif  à  l’utilisation  très 
controversée des produits phytopharmaceutiques pour contrôler  les maladies des plantes. En effet, 
bien  que  les  produits  phytosanitaires  soient  très  efficaces  contre  les  maladies  oomycétales  et 
fongiques,  leur  utilisation  massive  est  à  l’origine  de  graves  problèmes  environnementaux.  Ces 
molécules se révèlent également toxiques pour  le milieu naturel et  favorisent  l’apparition d’agents 
pathogènes résistants. Par exemple, des souches d’oomycètes pathogènes résistantes aux produits 
phytosanitaires  ont  été  identifiées  pour  trois  des  quatre  familles  de  composés  disponibles  sur  le 
marché.  De  plus,  aucun  produit  issu  de  la  phytopharmacie  n’est  disponible  pour  contrôler  les 
maladies causées par les virus et les bactéries.  
 
Dans ce contexte, il est essentiel d’étudier le mode d’action d’un SDN, potentiellement révélateur 
de son spectre d’action. Il s’avère, en effet, que l’activation de la voie de signalisation dépendante du 
SA est souvent observée lors de la mise en place des défenses efficaces contre les agents pathogènes 
biotrophes alors que  celles dépendantes du  JA et de  l’ET  sont  souvent associées aux  réponses de 
défense  contre  les  parasites  nécrotrophes  et  les  insectes.  Ainsi,  l’identification  des  voies  de 
signalisation hormonales induites par un SDN peut suggérer le type d’agent pathogène contre lequel 
il est potentiellement actif.  Il existe cependant des cas où une telle corrélation est mise en défaut. 
Par exemple,  le dérivé sulfaté de  la  laminarine  induit  la voie de signalisation du SA chez  la vigne et 
protège  cette  plante  contre  un  oomycète  biotrophe,  Plasmopara  viticola  (Trouvelot,  et  al.  2008), 
alors que la laminarine qui n’active pas cette voie de signalisation dépendante du SA protège aussi la 
vigne contre cet oomycète (Aziz, et al. 2003). Il s’ensuit que  l’étude du mode d’action d’un éliciteur 
doit être obligatoirement complétée par la réalisation d’essais de protection, si l’on veut réellement  
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Tableau3‐1‐ Protection induite par les principaux éliciteurs étudiés chez les plantes vis‐à‐vis de 
divers agents pathogènes. 
Eliciteur  Plante  Agent pathogène  Référence bibliographique 
Laminarine  Vigne  Plasmopara viticola (Aziz et al. 2003) 
Botrytis cinerea
Erwinia carotovora  (Klarzynski et al. 2000) 
Soja  Phytophthora megasperma f. sp. 
glycinea 
(Bonhoff and Grisebach 1988)
Laminarine 
sulfatée 
Vigne  Plasmopara viticola  (Trouvelot et al. 2008) 
Tabac  Tobacco mosaic virus  (Menard et al. 2004) 
Ulvanes  Luzerne  Colletotrichum trifolii  (Cluzet et al. 2004) 
Haricot  Colletotrichum lindemuthianum  (Paulert et al. 2009) 
Pommier  Colletotrichumgloeosporioides  (Araújo et al. 2008) 
Fucanes  Tabac  Tobacco mosaic virus (Klarzynski et al. 2003) 
Chitosan  Millet  Sclerospora graminicola  (Manjunatha et al. 2008) 
Tomate  Oidium lycopersicum  (Isebaert et al. 2002) 
Lupin  Rhizoctonia solani (Ali et al. 2009) 
Lupin  Fusarium solani 
concombre  Phytium aphanidermatum  (Giannakis et al. 1998) 
concombre  Fusarium oxysporum f. sp. 
cucumerium 
(Singh and Ray 1998) 
Concombre  Colletotrichum lagenarium  (Siegrist and Kauss 1989) 
Vigne  Plasmopara viticola  (Aziz et al. 2006, Giannakis, et 
Vigne  Botrytis cinerea  (Aziz, et al. 2006) 
Haricot  Tobacco necrosis virus (Iriti and Faoro 2008)  
Blé  Fusarium culmo rum  (Khan et al. 2003) 
Oligogalacturonate  Vigne  Botrytis cinerea (Aziz et al. 2004, Aziz, et al.
Cerébroside  Salade  Fusarium oxysporum f. sp. lactucae  (Umemura et al. 2004) 
Tomate  Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
Melon  Fusarium oxysporum f. sp. melonis
Patate douce  Fusrium oxysporum f. sp. batatas 
Cryptogéine  Tabac  Phytophthora parasitica var.  (Keller et al. 1996) 
Tomate  Phytophthora parasitica  (Picard et al. 2000) 
Tomate  Fusarium oxysporum  (Benhamou et al. 2001) 
Vigne  Botrytis cinerea (Mohamed et al. 2007)
Lipopolysaccharide  Pomme de 
terre 
Pectobacterium atrosepticum  (Val et al. 2008) 
Flagelline  Riz  Magnaporthe grisea  {Takakura, 2008 #1127} 
Tomate  Pseudomonas syringae pv. tomato (Zipfel et al. 2004) 
EF‐Tu  Tomate  Pseudomonas syringae pv. tomato  (Kunze et al. 2004) 
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cerner son spectre d’activité. Ainsi, de nombreux essais utilisant des éliciteurs de nature variée ont 
été pratiqués  (Tableau3‐1).  Le  spectre d’activité des éliciteurs  les plus étudiés,  la  laminarine et  le 
chitosan, est très large. Ils sont capables d’augmenter la résistance des plantes vis‐à‐vis de virus, de 
bactéries, d’oomycètes et de champignons. Aujourd’hui, deux éliciteurs sont commercialisés en tant 
que SDN . Une préparation à base de  laminarine,  le  Iodus2, a obtenu  son homologation dès 2002 
contre les maladies fongiques des céréales comme le piétin verse, l’oïdium et la septoriose. Plus tard, 
il a été montré que son efficacité vis‐à‐vis de Blumeria graminis  f. sp. tritica, agent responsable de la 
septoriose, est due à un effet  inducteur  sur  le métabolisme  lipidique  (Renard‐Merlier et al. 2007). 
Cette molécule a aussi été homologuée, plus  récemment, vis‐à‐vis de  l’oïdium du  fraisiers  sous  le 
nom  de  Iodus2cultures  spécialisées.  Le  chitosan  est  également  homologué  aux  USA  contre  les 
mildious et est commercialisé sous le nom d’Elexa4. 
 
Au  début  de  ce  travail,  seul  un  effet  protecteur  des  ulvanes  vis‐à‐vis  du  champignon 
hémibiotrophe  Colletotrichum  trifolii  avait  été  mis  en  évidence  en  laboratoire  chez  Medicago 
truncatula  (Cluzet, et al. 2004). Des essais ont donc été  lancés pour élargir son spectre d’activité à 
des  cultures  d’intérêt  agronomique.  Aussi  le  produit  a‐t‐il  été  testé  chez  des  plantes  de  familles 
botaniques distinctes, comme des  solanacées, des cucurbitacées et des vitacées, vis‐à‐vis d’agents 
pathogènes variés, respectivement bactérie, oomycètes et champignons. 
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Fig3‐1‐ Effet de l’Ext1116 chez le haricot vis‐à‐vis de Xanthomonas axonopolis, bactérie responsable 
de  la  graisse  commune  du  haricot.  La  sévérité  des  symptômes  développés  sur  les  plantes  a  été 
mesurée  16  et  32  jours  après  leur  inoculation.  Les  plantes  ont  été  traitées  1  ou  2  fois  avant 
l’inoculation par  l’Ext1116 dilué 18, 9 ou 2  fois. Les mesures ont été  réalisées  sur 10 plantes pour 
chaque traitement. 
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Résultats 
 
L’ensemble des travaux présentés dans cette partie a été réalisé par des entreprises de prestation 
en agronomie, et plus particulièrement Sciences Agro Atlantique. Les essais ont été effectués avec le 
produit  commercial  (Ext1116)  et  non  pas  l’extrait  utilisé  précédemment  pour  les  expériences  en 
laboratoire.  L’Ext1116  est  le  filtrat  d’une  solution  aqueuse  issue  de  l’extraction  des  composés 
solubles d’algues vertes fraîches par de  l’eau chaude, c'est‐à‐dire  l’extrait brut, auquel a été ajouté 
un conservateur. Avant  l’application  foliaire,  l’Ext1116 est dilué à  la concentration souhaitée et un 
adjuvant,  l’Heliosol,  est  ajouté  à  la  concentration  finale  de  0.1%.  Tout  d’abord,  des  essais  de 
protection ont été  faits avec ce produit  lors d’inoculations artificielles. Ensuite,  les expériences ont 
été  réalisées  dans  des  conditions  « semi‐naturelles »  afin  de  se  rapprocher  des  conditions 
rencontrées dans les champs ou en serres. 
 
1‐ Recherche d’activités protectrices lors d’inoculations artificielles.  
 
1‐1‐ Effet vis‐à‐vis d’un agent pathogène bactérien. 
 
L’effet  protecteur  d’Ext1116  vis‐à‐vis  d’un  agent  pathogène  bactérien  a  été  recherché  chez  le 
haricot (Phaseolus vulgaris L. cv. Uirapuru) contre  la bactérie Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 
responsable  de  la  graisse  commune  du  haricot.  Le  produit  a  été  pulvérisé  à  trois  concentrations 
(dilution  au  1/2,  1/9  et  1/18)  sur  des  plantes  âgées  de  quelques  semaines  (stade V3‐  2nde  feuille 
trifoliée presque totalement développée) une ou deux fois avant l’inoculation par une suspension de 
bactéries. Après 16 et 32  jours,  les  symptômes ont été observés et  leur  sévérité a été notée.  Les 
résultats (Fig3‐1) montrent que quelles que soient les conditions d’applications, l’Ext1116 ne permet 
pas de protéger significativement le haricot du développement rapide de cette bactérie.   
 
1‐2‐ Effet vis‐à‐vis d’oomycètes pathogènes. 
 
L’Ext1116  a  été  testé  contre  les mildious  de  la  vigne,  de  la  tomate  et  du  concombre,  causés 
respectivement par Plasmopara viticola, Phytophthora infestans et Pseudoperonospora cubensis.  
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Tableau3‐2‐  Protection  induite  par  l’Ext1116  chez  la  vigne  vis‐à‐vis  de  Plasmopara  viticola.  Les 
résultats sont exprimés (%) de la surface infectée sur les plantes traitées par rapport aux témoins. 
Concentration  
Ext1116 
% symptômes (a) 
EAU14 (b)  PAU32 (c)  (a) moyenne de 30 plantes 
1/36  107±0  94.2±8 (b) souche de P. viticola gerçoise 
1/18  88.8±10  74.8±11 (c) souche de P. viticola bordelaise
1/15  70.4±8.7  53±7.4
1/12  65.4±7.1  41±10
1/9  nd  22±9.2
1/6  30.4±4.3  25.8±9
 
Fig3‐2‐ Protection induite vis‐à‐vis de Phytophthora infestans, oomycète responsable du mildiou de 
la tomate. Pourcentage de surface foliaire infectée, 7 jours après inoculation sur 9 plantes. 
 
Tableau3‐3‐ Protection induite par l’Ext1116 chez la tomate vis‐à‐vis de Phytophthora infestans, en 
fonction des conditions climatiques. Les symptômes observés sont la surface infectée (%). 
test  température (°C) hygrometrie (%)
surface infectée (% ) 
p.value 
contrôle  extrait d'algue 
1/18  1/9 
1  23  54  40.2±16.5  21.3±15.1  15.7±9.6  0.0015 
2  23  68  57.4±6.6  36.1±8.1  34±4.8  0.0000009 
3  19  71  11.5 ±4.9  4.65 ±3.7  8.4±7.6  0.051 
4  20  75  54±13  40±15.7  55.8±6  0.027 
5  17  86  79.1±9.8  66.7±12.2  65.7±13.3  0.033 
6  18  92  79.5±12.2  63±17.3  70.2±20.1  0.101 
7  10  100  39.4±12.6  28.3±9.9  29.6±15  0.172 
 
Fig3‐3‐ Protection induite vis‐à‐vis de Pseudoperonospora cubensis, oomycète responsable du 
mildiou du concombre. Pourcentage de surface foliaire infectée, 7 j après inoculation de 9 plantes. 
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1‐2‐1‐ Protection de la vigne vis‐à‐vis de Plasmopara viticola. 
 
Le développement du mildiou de  la vigne sur des disques  foliaires est réduit  lorsque  les  feuilles 
ont  été  traitées  par  l’Ext1116.  Sept  jours  après  l’inoculation,  une  diminution  significative  des 
symptômes, exprimés en pourcentage de la surface foliaire infectée, est observée dès l’utilisation du 
produit à une dilution de 1/15 (Tableau3‐2). La protection est moindre contre  la souche provenant 
du Gers, qui présente une agressivité plus élevée que celle du Bordelais. 
 
1‐2‐2‐ Protection de la tomate vis‐à‐vis de Phytophthora infestans . 
 
Chez  la  tomate,  un  premier  essai  réalisé  en  2004  avait  permis  de montrer  qu’une  application 
d’Ext1116  quatre  jours  avant  l’inoculation  par  une  suspension  de  sporanges  de  P.  infestans 
permettait de protéger l’ensemble de  la plante. Dilué au 1/18, la protection moyenne était de 37%. 
Cependant, celle‐ci n’était pas homogène. Elle était seulement de 18% pour  la  feuille  la plus basse 
contre 88% pour la dernière feuille (Fig3‐2). L’année suivante, six essais indépendants ont été réalisés 
entre mars et août. Les résultats obtenus présentaient d’importantes variabilités puisque l’efficacité 
du  traitement  variait  entre  13%  et  60%  et  était même  nulle  dans  certains  cas.  En  fait,  le  niveau 
efficacité  d’Ext1116  dépend  des  conditions  climatiques  observées  lors  de  l’expérimentation 
(Tableau3‐3).  Il est moindre  lorsque  l’hygrométrie augmente et  les  températures baissent,  c'est‐à‐
dire lorsque les conditions deviennent très favorables à un développement rapide de P. infestans.  
 
1‐2‐3‐ Protection du concombre vis‐à‐vis de Pseudoperonospora cubensis. 
 
Enfin, un essai réalisé chez le concombre n’a pas montré un effet protecteur systémique d’Ext1116 
contre P. cubensis (Fig3‐3). Le produit protège en fait seulement la première feuille de la plante, soit 
l’unique feuille qui a été traitée par le produit. 
 
L’ensemble des  résultats obtenus  chez  trois plantes de  familles botaniques différentes montre 
que l’Ext1116 peut les protéger efficacement contre les mildious, et plus particulièrement lorsque les 
pressions parasitaires ne sont pas trop élevées.  
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Tableau3‐4‐ Effet de l’Ext1116 chez le haricot vis‐à‐vis de Colletotrichum lindemuthianum. 
indice maladie 
2nd feuille (a)  plante entière (b) 
1 application  2 applications  1 application  2 applications 
[Ext1116]  7dpi  12dpi  7dpi  12dpi  7dpi  12dpi  7dpi  12dpi 
0  3  5  3  4.5  3.4  5.7  3.4  5.5 
1/18  3.7  5.3  3.4  5.8  4.4  6.6  4.4  6.6 
1/9  3.6  5.2  2.7  5.5  4.6  6.3  2.7  6.5 
1/2  3.6  4.9  3.7  4.8  4.5  5  5.1  6.7 
significativité (c)  n.s  n.s  n.s  n.s  n.s  n.s  n.s  n.s 
(a) notation selon échelle de Tamayo (1995)
(b) notation selon échelle de Rava (1993) 
(c) effet du traitement sur l'indice de maladie par analyse de la variance (n.s : non significatif; p‐value>5%)
 
 
 
 
 
Fig3‐4‐  Protection  induite  par  l’Ext1116  chez  le  haricot  vis‐à‐vis  de  champignons  pathogènes.  La 
protection a été testée contre  (A) Uromyces appendiculatus et  (B, C, D) Erysiphe polygoni. Le nombre de 
pustules ou de conidies observées à la surface des feuilles a été compté après 10 jours sur 10 plantes. Les 
plantes  ont  été  traitées  1  (1)  ou  2  fois  (2),  par  l’Ext1116  à  4  concentrations  (0,  5.5,  11.1,  50%), 
correspondant  aux dilutions 1/18, 1/8 et 1/2.  Les photos  représentent  les  symptômes observés  après 7 
jours chez (C) une plante non traitée (D) et une plante traitée. 
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1‐3‐ Effet vis‐à‐vis d’agents pathogènes fongiques. 
 
1‐3‐1‐ Protection vis‐à‐vis des principales maladies cryptogamiques du haricot. 
 
Avant  ce  travail,  un  effet  protecteur  des  ulvanes  vis‐à‐vis  du  champignon  hémibiotrophe 
Colletotrichum trifolii chez Medicago truncatula avait pu être mis en évidence en laboratoire (Cluzet, 
et al. 2004). Par la suite, le produit Ext1116 a été testé chez une autre légumineuse, le haricot, contre 
ses  principales  maladies  fongiques  que  sont  l’anthracnose,  la  rouille  et  l’oïdium  causées 
respectivement par Colletotrichum  lindemuthianum, Uromyces appendiculatus et Erysiphe polygoni. 
Le produit a été pulvérisé à trois concentrations (dilution au 1/2, 1/9 et 1/18) sur des plantes âgées 
de quelques semaines (stade V3) une ou deux fois avant l’inoculation par une suspension de spores.  
 
Dans  le  cas  de  l’infection  par  C.  lindemuthianum,  l’application  d’Ext1116  ne  permet  pas  de 
protéger  le  haricot  de  ce  champignon,  et  cela  quelles  que  soient  les  conditions  d’utilisations 
(Tableau3‐4).  Par  contre,  certaines modalités  des  traitements  effectués  avec  l’Ext1116  protègent 
significativement  le  haricot  contre  U.  appendiculatus  et  E.  polygoni  (Fig3‐4).  Lorsque  la  pression 
parasitaire d’U. appendiculatus est très élevée comme au niveau de la 1ère feuille trifoliée du haricot 
(90  pustules.cm‐2),  seules  deux  applications  d’Ext1116  dilué  deux  fois  permettent  de  réduire 
significativement les symptômes (40 pustules.cm‐2). La pression parasitaire observée sur la 2nde feuille 
est  plus  faible  (40  pustules.cm‐2).  Ainsi  les  plantes  sont  protégées  par  une  et  deux  applications 
d’Ext1116 dilué deux fois. Concernant la protection vis‐à‐vis d’E. polygoni, les résultats montrent une 
réponse dose‐dépendante puisque le niveau de protection est de 30%, 50% et 80% pour des dilutions 
au  1/18,  1/9  et  1/2,  respectivement.  L’ajout  d’une  application  supplémentaire  6  jours  avant 
l’inoculation n’améliore pas l’efficacité du traitement. 
 
Ainsi,  l’utilisation  d’Ext1116  chez  le  haricot  permet  de  protéger  ce  dernier  significativement 
contre U. appendiculatus et E. polygoni. Les meilleurs  résultats ont été obtenus contre E. polygoni 
avec plus de 80% de protection  comparé à moins de 50% de protection  contre U. appendiculatus 
dans les même conditions. 
 
1‐3‐2‐ Protection vis‐à‐vis des agents pathogènes responsables des oïdiums. 
 
Le  genre  Erysiphe  comprend  de  nombreuses  espèces  de  champignons  phytopathogènes 
responsables  des  oïdiums.  Comme  l’Ext1116  s’est  avéré  efficace  contre  l’oïdium  du  haricot,  son 
efficacité a été testée vis‐à‐vis des oïdiums d’autres plantes : la vigne, le melon et le concombre. 
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Tableau3‐5‐ Protection induite par l’Ext1116 chez la vigne vis‐à‐vis d’Erysiphe necator. Les résultats sont 
exprimés (%) de la surface infectée sur les plantes traitées par rapport aux témoins non traités. 
Concentration  
Ext1116 
% symptômes (a) 
LAT12 (b) 
1/36  63.4±18.2 
1/18  47.4±21.9 
1/15  33.7±10.6 
1/12  23.8±10.7 
1/9  23.4±10.5 
1/6  5.71±5.9 
1/3  5.57±3.26 
(a) moyenne de 2 expériences avec 10 plantes 
(b) souche de E. necator bordelaise 
 
 
 
 
 
 
Fig3‐5‐  Protection  induite  par  l’Ext1116  vis‐à‐vis  d’Erysiphe  fuliginea  (A)  chez  le  melon  et  (B)  le 
concombre. La proportion de la surface foliaire infectée a été observée sur 5 melons et 13 concombres 
par traitement.  
   
0
5
10
15
1dpi 4dpi
su
rf
ac
e f
ol
ia
ire
in
fe
ct
ée
(%
)
0
20
40
60
80
1er feuille 2ème 
feuille
3ème 
feuille
plante 
entière
témoin
Ext1116 1/18
Ext1116 1/9
A B
 223 
 
Le développement de  l’oïdium de  la vigne, dû à E. necator,  sur des disques  foliaires est  réduit 
lorsque  les  feuilles  de  vignes  sont  traitées  par  l’Ext1116.  Douze  jours  après  l’inoculation,  une 
diminution  significative des  symptômes est observée dès  l’utilisation du produit à une dilution de 
1/15 (Tableau3‐5). Celle‐ci est d’autant plus importante que le taux de dilution d’Ext1116 est faible. 
De même, une expérience réalisée chez le melon vis‐à‐vis de Erysiphe fuliginea, agent responsable 
de  l’oïdium  de  cette  plante, montre  que  les  plantes  traitées  par  l’Ext1116  sont  significativement 
moins  affectées  par  la  maladie  que  les  témoins,  et  cela  plus  particulièrement  un  jour  après 
l’inoculation (Fig3‐5‐A). 
En  revanche, aucune protection vis‐à‐vis d’Erysiphe  fuliginea, agent  responsable de  l’oïdium du 
concombre,  n’a  été  observée  lors  de  l’essai  réalisé  en  2004  où  l’inoculation  était  effectuée  par 
pulvérisation  d’une  suspension  de  spores  (Fig3‐5‐B). Ainsi,  plus  de  30%  de  la  surface  foliaire  des 
plantes  étaient  déjà  infectée  dès  6  jours  après  l’inoculation,  mais  il  faut  noter  que,  dans  des 
conditions  naturelles,  un  tel  niveau  d’infection  n’apparait  au  minimum  que  3  semaines  après 
l’inoculation. L’infection par pulvérisation d’une suspension de spores sur  les plantes est à  l’origine 
d’une très forte pression parasitaire difficile à contrôler par des SDN comme l’Ext1116.  
 
 
 
 
 
 
   
D’après  tous  ces  résultats,  l’Ext1116  protège  les  plantes  vis‐à‐vis  de  différents  agents 
pathogènes fongiques responsables des maladies regroupées sous le terme d’oïdium. 
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Fig3‐6‐ Protection induite par l’Ext1116 vis‐à‐vis de champignons responsables d’oïdium. Le produit 
a  été  testé    (A)  chez  la  vigne  contre  Erysiphe  necator  (B)  et  chez  le  fraisier  contre  Podosphaera 
aphanis.  Chez  la  vigne,  la  fréquence  d’attaque  (    )  des  feuilles  par  ce  champignon,  ainsi  que  la 
proportion de la surface foliaire infectée (   ) ont été suivie au cours du temps après une infestation 
naturelle. Les symptômes ont été observés sur 4 lots de plantes. Chez le fraisier, seule la proportion 
de  la  surface  foliaire  infectée  a  été  suivie  à  partir  du  1er  juillet  après  infestation  naturelle.  Les 
symptômes ont été observés sur 4 parcelles de 36 plantes. 
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2‐ Recherche d’activités protectrices lors d’inoculations naturelles. 
 
Dans  les  essais  présentés  ci‐dessus,  le  mode  d’inoculation  artificiel  utilisé  entraîne  un 
développement  rapide  des  maladies,  difficile  à  maitriser  par  les  SDN.  Ces  conditions  sont  très 
éloignées  de  celles  rencontrées  dans  l’environnement  où  se  développent  les  plantes.  Pour  s’en 
rapprocher,  les  essais  relatés  dans  cette  partie  sont  réalisées  en  plaçant  des  plantes  infectées  à 
proximité des plantes à tester de façon à mimer une infestation naturelle, ces conditions d’infection 
sont qualifiées de « naturelles ». Les plantes utilisées  sont  traitées  régulièrement,  tous  les 7  jours, 
par  le  produit  Ext1116,  le  premier  traitement  étant  effectué  lorsque  les  plantes  infectées  sont 
ajoutées au dispositif expérimental.   
 
2‐1‐ Protection vis‐à‐vis des oïdiums. 
 
2‐1‐1‐ Protection vis‐à‐vis de l’oïdium de la vigne. 
 
L’effet protecteur d’Ext1116 vis‐à‐vis de  l’agent  responsable de  l’oïdium de  la vigne a été  testé 
dans  ces  conditions  chez des  jeunes plantes de  la variété Merlot.  L’observation  régulière pendant 
plus de 5 semaines des symptômes montre que la maladie s’est installée rapidement sur les plantes 
non traitées : 6 jours après le début de l’expérience plus de 60% des feuilles sont attaquées (Fig3‐6‐
A). Après 1 mois, toutes les feuilles sont attaquées et plus de 60% de la surface foliaire est infectée ; 
ces  symptômes  sont  représentatifs  d’un  niveau  d’infection  important.  Après  la  même  période, 
seulement  50%  des  feuilles  des  plantes  traitées  régulièrement  par  l’Ext1116  sont  attaquées  avec 
juste 4% de  la surface  foliaire  totale  infectée. L’Ext1116 permet donc de contrôler efficacement  le 
développement de l’oïdium de la vigne dans des conditions favorables au développement rapide de 
cette maladie. 
 
2‐1‐2‐ Protection vis‐à‐vis de l’oïdium du fraisier. 
 
Une  expérience  a  aussi  été  réalisée  sur  des  plantes  de  fraisier  de  la  variété  Gariguette  afin 
d’évaluer  l’efficacité  d’Ext1116  contre  l’oïdium.  Les  fraisiers  ont  été  plantés  l’année  précédant 
l’expérience. Les traitements étaient réalisés toutes les semaines à partir du début de la floraison et 
jusqu’à  la  formation des nouvelles  feuilles,  soit 16  traitements en 4 mois.  Les  symptômes ont été 
observés uniquement à la fin du cycle de développement, à partir de la deuxième récolte de fraises. 
Avant le mois de juillet, les conditions climatiques n’étaient pas favorables au développement de la  
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Fig3‐7‐  Protection  induite  par  l’Ext1116  chez  les  cucurbitacées  vis‐à‐vis  d’Erysiphe  fuliginea.  Le 
produit a été testé en conditions naturelles d’infestation chez (A) le melon et (B) le concombre. Une 
seule  expérience  a  été  réalisée  chez  le  melon  et  trois  expériences  ont  été  réalisées  chez  le 
concombre (    ;    ;     ). 
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maladie. La première attaque des  feuilles n’a été observée qu’au début du mois de  juillet, où 33% 
des  feuilles  étaient  attaquées  et  1,84%  de  la  surface  foliaire  était  infectée  (Fig3‐6‐B).  Le 
développement  de  la maladie  s’est  ensuite  stabilisé  durant  la  seconde moitié  du mois  de  juillet, 
avant de reprendre une progression rapide début août. Dans ces conditions, les plantes ont été très 
peu protégées de l’oïdium par les traitements à l’Ext1116. Ce produit s’est avéré peu efficace contre 
cette  maladie.  Cependant,  à  partir  du  mois  de  juillet,  les  feuilles  de  fraisier  sont  âgées  et 
s’épaississent, ce qui limite la pénétration du produit.  
 
2‐1‐3‐ Protection vis‐à‐vis de l’oïdium des cucurbitacées. 
 
Pour évaluer  l’efficacité de  l’Ext1116 vis‐à‐vis de  l’oïdium des  cucurbitacées  causé par Erysiphe 
fuliginea,  des  expériences  ont  été menées  chez  le melon  et  le  concombre.  Sur  les  plantes  non 
traitées de melon  charentais de quelques  semaines,  la maladie  s’est  installée  très  rapidement. En 
effet, seulement 3 jours après l’ajout d’une plante infectée au milieu des plantes à tester, 11% de la 
surface  foliaire est attaquée chez  les plantes  témoins  (Fig3‐7‐A), et plus de 60% une  semaine plus 
tard, plus de 60%. Au bout du même temps, moins de 20% de la surface foliaire est attaquée chez les 
plantes traitées par l’Ext1116. Ainsi, le niveau de protection assuré par l’Ext1116 atteint 65% et 80% 
lorsque le produit est utilisé au 1/18 et au 1/9 respectivement. Concernant le concombre, trois essais 
successifs  ont  été  réalisés  en  octobre  2005  sur  des  plantes  de  quelques  semaines  de  la  variété 
Euphoria. Le développement de  la maladie a suivi une progression exponentielle pour deux essais, 
alors  qu’il  s’est  produit  de  façon  logarithmique  dans  le  troisième  cas  (Fig3‐7‐B). Au  cours  de  ces 
expériences, on observe une nette réduction de  la surface foliaire  infectée chez  les plantes traitées 
toutes les semaines par l’Ext1116 par rapport au contrôle. L’utilisation du produit à la dilution au 1/9 
engendre une protection moyenne (91%) supérieure à celle observée avec la dilution au 1/18 (73%). 
A cette dernière dilution (1/18), on observe une diminution significative de  la protection qui atteint 
seulement 44% lorsque la pression parasitaire est élevée (cas du troisième essai).   
 
D’après  les  résultats  obtenus  lors  des  expériences  conduites  en  conditions  naturelles 
d’infestation,  le produit Ext1116 permet de protéger efficacement  la vigne et  les cucurbitacées de 
l’oïdium, tandis qu’une efficacité significative n’a pu être montrée vis‐à‐vis de l’oïdium du fraisier. Par 
la suite, les expériences ont été réalisées chez le concombre, car cette plante s’obtient facilement et 
rapidement. 
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Fig3‐8‐  Protection  induite  par  l’Ext1116  chez  le  concombre  vis‐à‐vis  d’Erysiphe  fuliginea.  (A)  La 
surface  foliaire  infectée a été observée au cours du  temps après une  infestation naturelle.  (B). Les 
observations  ont  également  été  classées  selon  la  proportion  de  la  surface  foliaire  infectée.  (C) 
L’efficacité  de  protection  induite  par  Ext1116  a  été  calculée  pour  chaque  classe  réalisée  selon  la 
surface  foliaire  infectée  chez  les  plantes  témoins.  Les  données  utilisées  proviennent  de  17 
expériences, soit 51 observations. 
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2‐2‐ Evaluation de la variabilité de la protection du concombre vis‐à‐vis de l’oïdium.  
 
Chez  le  concombre,  des  expériences  de  protection  contre  l’oïdium  ont  été menées  pendant 
quatre ans avec différents  lots de production d’Ext1116. Les résultats obtenus ont permis d’évaluer 
l’efficacité  du  produit  en  fonction  de  la  pression  parasitaire,  de  l’âge  du  produit  et  du  lot  de 
production.  
 
2‐2‐1‐ Effet de la variabilité de la pression parasitaire sur l’efficacité du produit. 
 
L’oïdium est une maladie qui se propage rapidement lorsque que le climat est sec et chaud. Ainsi, 
le développement de cette maladie diffère chaque année, et même au cours de l’année, en fonction 
du climat. Pour être commercialisé, un produit doit être efficace malgré  les variations climatiques. 
C’est pourquoi,  l’efficacité d’un  lot de production d’Ext1116 à été  suivie au  cours de  trois années 
grâce à la réalisation de 17 essais. Lors de ces expériences, le pourcentage de surface foliaire infectée 
chez  les plantes  témoins a varié entre 0.5 et 79%  (Fig3‐8‐A). De plus,  l’ensemble des observations 
réalisées  révèle des niveaux d’infection dispersés de manière homogène  au  sein de  cette  gamme 
(Fig3‐8‐B). Sous l’effet du traitement par l’Ext1116, on constate que la répartition des proportions de 
la surface foliaire infectée chez les plantes traitées varie entre 0 et 19%, avec plus des deux tiers des 
observations situées entre 0‐5%. Ainsi, quelle que soit  la pression parasitaire,  la protection  induite 
par l’Ext1116 est toujours supérieure à 80% (Fig3‐8‐C).  
 
2‐2‐2‐ Evolution de l’efficacité du produit au cours de sa conservation.  
 
L’Ext1116 est un produit  liquide auquel a été ajouté un conservateur. Cependant,  il est possible 
que  sa composition évolue au cours du  temps. Une dégradation, même partielle, du principe actif 
pourrait  affecter  son  efficacité.  Sur  les  deux  lots  de  production  suivis  pendant  trois  années 
successives,  aucune  différence  significative  d’efficacité  n’a  pu  être mise  en  évidence  au  cours  du 
temps. En effet, un test statistique montre que l’effet de l’année est associé à une p‐value de 0.16 et 
0.23 pour les lots produits en 2002 et en 2006 respectivement. 
 
2‐2‐3‐ Evaluation de l’efficacité de différents lots de production. 
 
L’efficacité d’un produit dépend aussi de sa composition. C’est pourquoi celle‐ci doit être  la plus 
homogène possible entre  les différents  lots de production.  La  composition d’Ext1116 dépend non 
seulement du processus de production mais surtout de la qualité du matériel biologique initial. Or, la  
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Tableau3‐6‐ Caractéristiques chimiques des extraits Ext1116. 
n° lot  MS (a)  acide glucuronique (b)  protéine (b) 
0625001  0.47  0.47  0.61 
0730001  0.55  0.71  1.29 
0738002  0.49  0.24  0.42 
0743003  0.50  0.47  0.65 
0830001  0.70  0.18  0.63 
(a) proportion de matière sèche présente dans le produit liquide Ext1116 
(b) quantité en g.l‐1 
 
 
 
 
 
Fig3‐9‐ Protection induite par les différents lots de production d’Ext1116 chez le concombre vis‐à‐
vis d’Erysiphe fuliginea, champignon responsable de  l’oïdium. L’efficacité de protection  induite par 
chaque lot de production a été calculée à partir d’au moins 3 expériences. 
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composition des algues vertes dont est extrait l’Ext1116 varie en fonction des conditions climatiques. 
La  qualité  des  algues  récoltées  est  aussi  un  autre  facteur  pouvant  influencer  la  composition 
d’Ext1116. Celles‐ci doivent être  fraîches et non pas échouées  sur  le  rivage depuis quelques  jours 
durant  lesquels  leur  dégradation  aurait  commencé.  Ainsi,  certains  paramètres  permettant  de 
caractériser chimiquement  les  lots de production ont été dosés parallèlement à  l’évaluation de  leur 
efficacité  protectrice  chez  le  concombre  vis‐à‐vis  de  l’oïdium  (présenté  aussi  dans  le  Chapitre1, 
paragraphe 4‐1‐1). Cinq lots produits entre les années 2006 et 2008 ont été testés.  
 
Tout d’abord,  le  rendement en matière sèche présente au sein de ces différents  lots d’Ext1116 
varie fortement, avec des valeurs comprises entre 0.47 et 0.7% (Tableau3‐6). En prenant en compte 
ces variations, les quantités d’acides glucuroniques varient entre 0.18 et 0.71 g.l‐1 alors que celles de 
protéines oscillent entre 0.42 et 1.2 g.l‐1. 
Plusieurs essais ont été réalisés en 2007 et 2008 afin d’évaluer l’efficacité protectrice de ces cinq 
lots  d’Ext1116  (Fig3‐9).  Un  test  statistique montre  que  l’efficacité  protectrice  d’Ext1116  dépend 
significativement  du  lot  de  production  (p‐value=0.5).  Les  lots  0625001  et  0738002  présentent 
respectivement  l’efficacité  la plus élevée  (87%) et  la plus  faible  (70%), alors que  les  lots 0730001, 
0743003 et 0830001 sont associés à des valeurs intermédiaires.  
Une étude de corrélation entre les paramètres permettant de caractériser chimiquement les lots 
de  production  et  leur  efficacité  protectrice  n’a  pas mis  en  évidence  de  lien  significatif  entre  ces 
paramètres.  Les  coefficients  de  corrélation  entre  efficacité  et  composition  en matière  sèche,  en 
acides glucuroniques et en protéines sont de respectivement de 0.005, 0.12 et 0.17. 
 
 
 
 
 
 
   
D’après  tous ces  résultats, Ext1116 protège efficacement  le concombre  contre  l’oïdium quels 
que soient la pression parasitaire, l’âge du produit et le lot de production.  
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Tableau3‐7‐ Liste récapitulative des résultats de protection observée en réponse au produit 
Ext1116 chez différents couples plante‐parasite. 
plante  agent pathogène  protection 
Haricot 
Xanthomonas campestris  ‐ 
Colletotrichum lindemuthianum ‐ 
Uromyces appendiculatus  ≈50% 
Erysiphe polygoni  30‐80% 
Vigne  Plasmopara viticola  30‐70% 
Erysiphe necator  75‐95% 
Tomate  Phytophthora infestans  25‐30% 
Fraisier  Podosphaera aphanis  ‐ 
Melon  Erysiphe fuliginea  50‐80% 
Concombre  Pseudoperonospora cubensis  ≈20% 
Erysiphe fuliginea  70‐90% 
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Discussion 
 
1‐ Ext1116, un extrait naturel alternatif aux produits phytosanitaires. 
 
Les  essais  réalisés par des  inoculations  artificielles  et par  infestations naturelles montrent que 
l’Ext1116 est un produit qui contrôle efficacement les maladies causées à différentes plantes par des 
oomycètes  responsables  de  mildious,  Plasmopara  viticola,  Phytophthora  infestans,  et  des 
champignons  responsables d’oïdiums, Erysiphe polygoni, E.  fuliginea, E. necator  (Tableau3‐7). Pour 
certains couples plante‐parasite,  la protection assurée par  l’Ext1116 est  réduite  lorsque  la maladie 
progresse rapidement. Ceci a aussi été observé  lors de  l’utilisation de  la  laminarine sur des cultures 
au champ. C’est pourquoi,  il est admis qu’un SDN, à ce  jour, ne protège pas seul, tout au  long d’un 
cycle,  une  culture  vis‐à‐vis  d’un  parasite  donné  mais  que  son  utilisation  permet  d’espacer  les 
traitements effectués avec des produits phytopharmaceutiques conventionnels ou bien de retarder 
leur application. Au vu des nombreux résultats très encourageants obtenus avec  le produit Ext1116 
en conditions d’infestation naturelle sur des  jeunes plantes de concombre contre  l’oïdium,  il serait 
intéressant de tester son efficacité en association ou non avec des fongicides tout au long d’un cycle 
de développement du concombre en serre ou au champ. Aujourd’hui, une application d’un produit 
phytosanitaire toutes  les semaines est préconisée pour contrôler  le développement de  l’oïdium du 
concombre. Une  telle association  (Ext1116,  fongicide) permettrait de réduire  le nombre de résidus 
de  substances  toxiques ainsi que  leur  teneur mais aussi d’augmenter  la durée de  vie des matière 
active conventionnelles en repoussant le risque d’apparition de résistance précoce. 
 
2‐ Peut‐on prévoir le spectre de protection d’Ext1116 à partir de son 
activité sur les défenses végétales? 
 
D’après  les  tests de protection  réalisés, Ext1116 protège contre des agents pathogènes de  type 
biotrophe. Or, ce produit Ext1116 à base d’ulvane induit, conformément à nos résultats obtenus en 
laboratoire, la voie de signalisation dépendante du JA, peu connue pour son efficacité contre ce type 
de  parasitisme.  Sur  la  base  de  travaux  impliquant  A.  thaliana  comme  plante  hôte,  il  est 
communément admis que les réponses de défense dépendantes de la voie de signalisation du SA, et 
non de celles induites par le JA ou l’ET, sont efficaces contre les parasites biotrophes. Cependant, de 
nombreux résultats contredisent cette affirmation. Par exemple, seule l’application de JA et non pas 
celle de SA protège la vigne contre Plasmopara viticola  
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(Hamiduzzaman, et al. 2005, Trouvelot, et al. 2008). De plus,  la mutation de npr1  régulateur de  la 
voie du SA, n’affecte pas la résistance de la vigne à ce parasite (Le Henanff et al. 2009). L’utilisation 
de mutants  altérés dans  les  voies de  signalisation hormonale  chez  la  tomate montre  aussi que  la 
résistance de cette plante à P. infestans implique les voies dépendantes du JA et de l’ET et non pas de 
celle dépendante du SA (Thaler et al. 2004, Yan et al. 2002). De même, la voie du JA semble être plus 
impliquée que celle dépendante du SA dans l’activation des réponses de défense efficaces contre les 
champignons  de  genre  Erysiphe,  comme  le  montre  la  protection  de  la  vigne  contre  E.  necator 
engendrée par  l’application de MeJA  (Belhadj, et al. 2006). Les différentes exceptions montrent  la 
nécessité de ne pas se baser uniquement sur des prédictions dérivées de systèmes modèles quand 
on veut évaluer l’activité de bio‐molécules. 
 
3‐ Vers de nouvelles applications pour Ext1116. 
 
Comme les ulvanes, la laminarine et le chitosan sont des molécules qui stimulent les réponses de 
défense dépendantes du  JA et/ou de  l’ET. La  laminarine  induit chez  la vigne  l’expression de gènes 
codant une  lipoxygénase, enzyme  impliquée dans  la synthèse du  JA, ainsi qu’une chitinase de type 
basique  connue  pour  être  induite  par  la  voie  de  signalisation  du  JA  (Aziz,  et  al.  2003).  Il  faut 
remarquer que la laminarine n’induit pas la voie de signalisation du SA contrairement à ce qui a été 
montré  pour  la  forme  sulfatée  (Menard,  et  al.  2004).  De même,  une  expérience  de microarray 
réalisée chez le colza montre que l’application de chitosan induit l’expression de gènes associés aux 
voies de signalisation dépendantes du  JA et de  l’ET codant notamment  l’enzyme  impliquée dans  la 
synthèse de JA, la 2‐oxophytodienoate‐10,11‐réductase et une MAPK homologue à ATMPK4, connue 
pour réguler les interconnections entre les voies de signalisation du SA et du JA (Yin, et al. 2006). En 
réponse  au  chitosan, une  accumulation de  JA  a  aussi été observée  chez  la  tomate  (Doares,  et al. 
1995). Or, de nombreux résultats montrent que ces deux éliciteurs activent des réponses de défense 
efficaces contre un large spectre d’agent pathogène. La laminarine protège la vigne contre la bactérie 
Erwinia carotovora, l’oomycète biotrophe Plasmopara viticola et le champignon nécrotrophe Botrytis 
cinerea (Aziz, et al. 2003, Klarzynski, et al. 2000). Le spectre d’efficacité du chitosan semble encore 
plus  large  puisque  cet  éliciteur  protège  aussi  contre  le  virus  de  la  mosaïque  du  tabac  et  des 
champignons biotrophes, hémibiotrophes et nécrotrophes. 
Par  comparaison,  il  est  possible  que  l’Ext1116  soit  aussi  efficace  contre  d’autres  agents 
pathogènes  que  ceux  responsables  du mildiou  et  de  l’oïdium  tels  que  des  virus  et  des  parasites 
nécrotrophe.  Outre  les  dégâts  dans  les  champs,  de  nombreux  champignons  nécrotrophes  sont 
responsables du dépérissement des récoltes, et en particulier celui des fruits. En vue d’une  
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consommation  proche,  l’utilisation  de  produits  issus  de  la  phytopharmacie  est  très  délicate  et 
l’utilisation d’éliciteurs  serait  très  intéressante. Une autre application est  la protection des plantes 
vis‐à‐vis des insectes. Malgré l’enjeu majeur que cette lutte représente, aucun éliciteur n’est utilisé à 
ce jour pour ce type d’application (Stout et al. 2002).  
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Matériels et Méthodes 
 
Le  produit  utilisé  est  l’extrait  brut  précédemment  décrit  (Chapitre  1)  auquel  à  été  ajouté  un 
conservateur, présenté sous forme liquide, nommé Ext1116. L’ensemble des essais a été réalisé par 
des  entreprises  indépendantes :  la  Fondation  de  Saint  Catherine  (FEESC,  Brésil),  l’UMR  en  Santé 
Végétale de Bordeaux (France) et Sciences Agro Atlantique (Loupes, France). 
 
1‐Essais réalisés sur le haricot par la FEESC. 
 
1‐1‐ Matériel végétal. 
 
Les expériences ont été réalisées en 2006 sur des haricots cultivés en pot de 1.5kg contenant un 
mélange d’argile et de matériaux organiques aux proportions 3:1. Seules 3 plantes germées ont été 
conservées par pot. Selon  l’agent pathogène  testé,  les variétés de haricots utilisées  sont Pérola et 
Uirapuru.  
 
1‐2‐ Traitement des plantes par l’Ext1116. 
 
Le produit sous forme liquide a été pulvérisé sur les plantes à raison de 3.4ml/plante à l’aide d’un 
pistolet  (Marca  Schulz,  60Hz,  220v,  20l.min‐1,  25lfol/pol2,  1/4cv).  Après  dilution  dans  de  l’eau 
distillée afin d’obtenir différentes concentrations (0%, 5.5%, 11.1%,50%), il est appliqué une ou deux 
fois, c'est‐à‐dire 3 jours, ou 6 et 3 jours, avant l’inoculation. Les traitements ont été réalisés sur des 
plantes ayant une feuille trifoliée. 
 
1‐3‐ Inoculation. 
 
La bactérie Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli,  isolat FJ18 (Chapeco‐SC), a été  inoculée à 108 
UFC.ml‐1. Les symptômes ont été notés 16 et 32 jours après l’inoculation via l’échelle de Diaz, 2001. 
Les champignons Colletotrichum  lindemuthianum race 73, Uromyces appendiculatus  labfitop 004‐06 
(vale alto,  Italie) et Erysiphe polygoni ont été  inoculés par pulvérisation de suspensions de spores à 
1.2 106, 1 105 et 5 104 conidies.ml‐1 respectivement. Les plantes ont ensuite été placées 1 à 2  jours 
dans des conditions climatiques favorables au développement de ces différents champignons. Alors 
que les symptômes développés en réponse à C. lindemuthianum ont été notés selon les échelles de 
Rava (plante entière) et de Tamayo (feuille isolée), le développement de la maladie en réponse à U.  
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appendiculatus  et  E.  polygoni  a  été  évalué  en  comptant  le  nombre  de  pustules  ou  de  colonies 
développées à la surface des feuilles. 
 
1‐4‐ Traitement statistique des résultats expérimentaux. 
 
Les expériences réalisées sont de type bifactoriel. Le premier facteur (A) est  la concentration en 
produit  Ext1116 utilisé  et  le  second  facteur  (B)  est  le nombre  d’applications ;  ces  2  facteurs  sont 
respectivement représentés par 4 et 2 conditions. Pour chaque condition  (A×B), six répétitions ont 
été effectuées, sachant qu’une répétition est  la moyenne de trois plantes. L’analyse statistique des 
résultats à été réalisée grâce au logiciel Statistica 6.0 (Statsoft). L’effet de chaque facteur a été étudié 
par une analyse de la variance. Seuls les facteurs associés à une  p‐value≤5% ont été retenus comme 
significatifs et ont ensuite été soumis à un  test de Tukey pour classer  les conditions prises par ces 
facteurs. 
 
2‐Essais réalisés sur la vigne par l’UMR en Santé Végétale de Bordeaux. 
 
2‐1‐ Obtention des plantes de vigne. 
 
La  production  des  boutures  de  vigne,  cépage  Cabernet‐Sauvignon  s’est  effectuée  sous  serre 
pendant  une  photopériode  de  16  heures,  avec  une  hygrométrie  entre  60%  et  70%  et  des 
températures  qui    fluctuaient  entre  15°C  et  25°C.  Quatre  semaines  ont  été  nécessaires  pour 
l’obtention de plants possédant  4 à 5 feuilles bien développées. 
 
2‐2‐Traitement par l’Ext1116. 
 
Les  plantes  âgées  de  quelques  semaines  ont  été  traitées  par  l’Ext1116  par  pulvérisation  jusqu’à 
ruissellement.  Le  produit  a  été  appliqué  avec  un  surfactant  (Heliosol,  0.1%  final)  à  plusieurs 
concentrations (1/3; 1/6; 1/9; 1/12; 1/15; 1/18; 1/36) trois jours avant l’inoculation. 
 
2‐3‐ Inoculation sur disques foliaires. 
 
Les  inoculations  ont  été  réalisées  sur  des  disques  foliaires  prélevés  sur  les  plantes  entières 
précédemment traitées par  l’Ext1116. Ces disques sont disposés dans des boîtes de Pétri (5/boîte), 
puis inoculés par l’agent du mildiou, Plasmopara viticola, en disposant 3 gouttes de 15μl d’inoculum  
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à 25 103 sporanges.ml‐1 sur chaque disque. Les boîtes ont ensuite été placées à l’obscurité et à 22°C 
pendant  la nuit.  Les  symptômes ont été  lus  après 12  jours et  représentés par  le  rapport entre  la 
surface  infectée chez  les disques foliaires traités par  l’Ext1116 et celle chez  les témoins non traités. 
Une seule expérience a été réalisée vis‐à‐vis de deux souches, respectivement d’origine bordelaise et 
gersoise, de P. viticola  (PAU32, EAU14). Chaque expérience était constituée de 30 disques  foliaires 
par concentration d’Ext1116 et par souche pathogène testées.  
Concernant l’inoculation par l’agent responsable de l’oïdium, Erysiphe necator souche bordelaise 
LAT12,  une  suspension  de  500  conidies.ml‐1  a  été  pulvérisée  sur  tout  le  disque  foliaire.  Les 
symptômes ont été lus après 7 jours et représentés par le rapport entre la surface infectée chez les 
disques  foliaires traités par  l’Ext1116 et celle chez  les témoins. Deux expériences ont été réalisées, 
chacune constituée de 10 disques foliaires par concentration d’Ext1116 testée.  
 
2‐4‐ Traitement statistiques des résultats expérimentaux. 
 
Pour chaque pathosystème, l’ensemble des résultats obtenus par concentration d’Ext1116 et par 
souche pathogène  testées ont  été utilisés pour  calculer  la moyenne  et  l’écart  type de  la  variable 
mesurée,  correspondant  au  rapport  entre  la  surface  infectée  chez  les disques  foliaires  traités par 
l’Ext1116 et celle chez les témoins. Aucun autre traitement statistique n’a été réalisé.   
 
3‐Essais réalisés sur la vigne, le melon, le concombre, la tomate et le fraisier 
par Sciences Agro Atlantique. 
 
3‐1‐ Obtention des plantes. 
 
La majorité des tests a été effectuée sur des plantes cultivées en pot sous serre dans du compost 
comme  les  tomates  de  la  variété  St  Pierre,  la  vigne  de  cépage Merlot,  le  melon  de  la  variété 
Charentais et  les concombres des variétés Mercanter et Euphoria. Seul  l’essai mené sur  les fraisiers 
de la variété Gariguette a été réalisé sur des parcelles d’un sol limono‐argileux. Chaque parcelle était 
composée de 24 plantes, avec un écartement de 0.25m entre les plantes et de 0.5m entre les rangs. 
Les plantes ont été repiquées à la fin de l’été précédant la réalisation de l’expérience. 
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3‐2‐ Traitement des plantes. 
 
Les plantes ont été traitées par l’Ext1116 dilué 9 ou 18 fois par pulvérisation jusqu’à ruissellement 
quelques  semaines  après  germination.  Lorsque  les  inoculations  ont  été  réalisées  de  manière 
artificielle, les plantes ont été traitées une seule fois, trois jours avant inoculation. A l’inverse, lorsque 
les  plantes  ont  été  infestées  naturellement,  elles  ont  été  traitées  toutes  les  semaines.  Ainsi,  les 
plantes ont été en moyenne traitées 3 à 4 fois, sauf les fraisiers qui ont été traités 16 fois en 4 mois. 
Le pathosystème concombre‐oïdium a aussi été utilisé pour  tester  l’efficacité de différents  lots de 
production d’Ext1116.   
 
3‐3‐ Inoculations artificielles et infestations naturelles. 
 
Les  inoculations ont été réalisées de deux manières. Une  inoculation a été qualifiée d’artificielle 
lorsqu’une suspension de spores de  l’agent pathogène a été pulvérisée sur  la plante à étudier. Les 
concentrations  utilisées  varient  entre  105  et  106  spores.ml‐1.  Au  contraire,  elle  a  été  nommée 
infestation naturelle  lorsqu’elle a été réalisée grâce à  la dispersion naturelle des spores depuis une 
plante  infectée  jusqu’aux  plantes  testées ;  dans  ce  cas,  la  plante  infectée  a  été  volontairement 
ajoutée au dispositif expérimental  lors du premier traitement des plantes à tester. L’évolution de la 
maladie a été suivie sur les plantes témoins non traitées. 
 
3‐4‐ Traitement statistiques des résultats expérimentaux. 
 
Les  expériences  ont  été  effectuées  par  randomisation  totale  ou  en  bloc  de  Fisher. Au  sein  de 
chacune, le nombre de plantes utilisées était suffisant pour faire des analyses statistiques. De plus, la 
majorité des expériences a été réalisée plusieurs fois indépendamment. Ainsi, les résultats collectés 
ont pu être utilisés pour réaliser des tests statistiques sous  le  logiciel R. Dans  la majorité des cas,  le 
facteur testé lors de l’analyse de la variance a été l’effet du traitement à l’Ext1116 sur l’incidence de 
la maladie. 
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Conclusion générale  
 
Notre étude s’inscrit dans le contexte très large des recherches actuelles de moyens alternatifs à 
l’usage  des  produits  phytopharmaceutiques  pour  contrôler  les  maladies  des  plantes,  et  plus 
particulièrement  le  développement  de  molécules  naturelles  capables  d’activer  les  réponses  de 
défense. Les  travaux présentés dans ce mémoire ont permis  la caractérisation d’un extrait d’algue 
verte, ayant ces propriétés, sous trois aspects : l’identification du principe actif, l’étude de son mode 
d’action et la recherche d’applications agronomiques. 
 
 
Ainsi, le principe actif a été assimilé aux ulvanes, polysaccharides sulfatés d’algues vertes de très 
haut  poids moléculaire.  D’un  point  de  vue  industriel,  l’extraction  de  ce  polymère  à  partir  de  la 
matière  fraîche est  facile, peu  couteuse et  respecteuse de  l’environnement. Ce polysaccharide est 
issu d’une source abondante et peu valorisée, les algues vertes responsables de l’eutrophisation des 
eaux riches en nutriments comme celles des côtes bretonnes. Au sein de ces algues de la famille des 
Ulva,  il  représente plus de 10% de  la masse  sèche. Toutefois, c’est un polymère complexe dont  la 
composition  diffère  selon  les  conditions  environnementales.  Par  conséquent,  les  extraits  peuvent 
varie par leur teneur en ulvanes, la proportion entre les différents oses constituant ce sucre, le degré 
de  sulfatation ainsi que par  la présence de protéines. Ces variations peuvent affecter  leur activité 
biologique bien que de tels effets n’aient pas été mis en évidence lors de cette étude. Il s’ensuit que 
les produits obtenus ne sont pas aussi standardisés que ceux issus de l’industrie agrochimique. Quoi 
qu’il en soit,  l’efficacité de différents  lots de production peut être prédite en évaluant  leur activité 
biologique à l’aide de plusieurs bio essais comme ceux mis en œuvre lors de cette étude. 
 
 
De nombreux efforts ont été engagés pour comprendre le mode d’action de cet éliciteur original. 
Les  approches  retenues ont été  réalisées dans des  conditions  les plus proches possibles de  celles 
rencontrées  sur  le  terrain  puisque  les  difficultés  rencontrées  lors  du  transfert  aux  champs  de 
résultats obtenus en laboratoire constituent aujourd’hui un frein au développement du marché des 
éliciteurs. Généralement, les essais au laboratoire sont réalisés sur des cultures cellulaires alors qu’au 
champ les produits sont souvent appliqués sur des plantes entières par pulvérisation d’une solution 
liquide  sur  les  parties  aériennes.  Les  cultures  cellulaires,  plus  sensibles  que  les  plantes,  peuvent 
répondre différemment puisque l’activation des réponses de défense est souvent dose‐dépendante. 
Par exemple, les interactions entre les voies de signalisation hormonales du SA et du JA sont  
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synergiques  ou  antagonistes  selon  leur  niveau  d’activation.  Dans  le  cadre  de  nos  travaux,  les 
différentes approches retenues, globales et ciblées, ont été mises en œuvre pour étudier  les effets 
des ulvanes sur le transcriptome et sur d’autres aspects fonctionnels de plantes appartenant à trois 
familles botaniques.  
Tout  d’abord,  les  ulvanes  induisent  les  réponses  de  défense  sans  avoir  d’effet  néfaste  sur  la 
croissance  et  le  développement  des  plantes,  en  particulier  ils  n’affectent  pas  la  photosynthèse 
contrairement à d’autres éliciteurs ou analogues hormonaux. Cela pourrait s’expliquer par l’intensité 
d’activation  des  défenses  qui  est  relativement  modérée,  comme  dans  le  cas  d’un  effet 
potentialisateur. L’ampleur de leur effet se manifeste par la protection qu’ils engendrent contre une 
infection ultérieure. De plus,  il apparaît que  l’application d’ulvanes active  spécifiquement diverses 
voies de signalisation, notamment elle induit une variation calcique cytoplasmique et stimule la voie 
du  JA,  affectant  ainsi  l’ensemble  de  la  balance  hormonale.  Outre  les  différents  couples  plantes‐
parasites  testés ;  l’activation  de  la  voie  JA  laisse  supposer  que  ces  produits  pourraient  protéger 
contre  d’autres  ravageurs  tels  les  insectes  sensibles  aux  inhibiteurs  de  protéase.  Une  attention 
particulière devrait aussi être portée aux effets des ulvanes sur la voie de l’ABA, ouvrant la possibilité 
à d’autres applications potentielles en réponse à des stress abiotiques. Enfin, une première approche 
du mode de perception des ulvanes a été engagée lors de cette étude. Par comparaison à l’effet des 
OGAs,  ils pourraient provoquer une perturbation de  l’intégrité pariétale dépendante de  la structure 
tridimensionnelle qu’ils acquièrent en milieu aqueux. En effet,  il a été montré que  les capacités des 
ulvanes à  former des gels ou à chélater des  ions dépend de  leur composition et/ou de  leur mode 
d’extraction qui affectent leur conformation. 
 
 
Les résultats obtenus à partir des nombreux essais de protection réalisés montrent que  l’extrait 
d’algue  verte,  riche  en  ulvanes,  protège  efficacement  contre  deux  types  d’agents  pathogènes 
responsables  de  maladies  majeures  regroupées  sous  les  termes  de  mildiou  et  oïdium.  Chez  le 
concombre,  système  le plus étudié,  la protection  induite vis‐à‐vis de  l’oïdium par des applications 
régulières à une semaine d’intervalle  reste  très satisfaisante, même  lorsque  la pression parasitaire 
est  très  élevée.  Cette  fréquence  d’application  est  compatible  avec  les  cultures maraîchères  et  la 
vigne  et  permet  un  débouché  pour  les  ulvanes  sur  ce  marché.  Par  comparaison,  des  essais 
supplémentaires sont nécessaires avant d’envisager  leur utilisation sur  les grandes cultures de type 
céréale où  les applications  sont moins  fréquentes. Quoi qu’il en  soit, au  stade actuel, notre étude 
apporte des  informations essentielles en vue d’une demande d’homologation de  la matière active, 
puis  des  produits  dérivés, même  si  des  recherches  complémentaires  sont  encore  à  réaliser  afin 
d’évaluer leur innocuité, de définir leur formulation et de préciser leur mode d’application.  
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En conclusion, l’ensemble de nos travaux démontre pour la première fois que les ulvanes sont des 
molécules à fort potentiel. A ce jour, c’est le seul SDN extrait d’algue dont l’étude fondamentale soit 
aussi étendue. Son intérêt réside aussi dans la nature et l’abondance de sa source. 
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Perspectives 
 
Cette étude,  centrée  sur un extrait d’algue verte, n’a pas abordé des points plus généraux qui 
limitent  aujourd’hui  l’usage  des  éliciteurs,  concernant  notamment  la  réceptivité  des  plantes, 
dépendante de  leur stade de développement, des stress biotiques et abiotiques auxquels elles ont 
déjà été confrontées et des conditions d’application des éliciteurs. Dans ce cadre,  il semble de plus 
en plus nécessaire de développer des outils permettant de « visualiser »  rapidement et  facilement 
l’immunité des plantes. En outre, l’usage des SDN est limité par leur efficacité tant d’un point de vue 
qualitatif  (couple plante‐parasite considéré) que quantitatif  (pression parasitaire). C’est pourquoi,  il 
est envisagé d’utiliser plusieurs éliciteurs à spectre différent et/ou de coupler  leur usage à celui de 
produits phytopharmaceutiques. Quelques  instituts techniques agricoles ont  initié des programmes 
d’essai en champs afin de tester l’efficacité de ces itinéraires techniques relativement complexes.  
 
L’usage accru des éliciteurs pose aussi d’autres questions auxquelles peu de  réponses peuvent 
être  apportées  en  l’état  actuel  de  nos  connaissances.  L’une  d’entre  elle  concerne  l’effet  sur 
l’évolution de  l’immunité végétale et du pouvoir pathogène des parasites. Les éliciteurs activent  les 
défenses basales des plantes ; or certains agents pathogènes sont capables de contourner celles‐ci. 
L’usage  des  éliciteurs  va‐t‐il  favoriser  la  sélection  naturelle  de  ce  type  de  parasites ?  Une  autre 
concerne  les effets sur  les produits consommables. L’usage des produits phytopharmaceutiques est 
largement décrié  à  cause des  effets néfastes de  leurs  résidus  sur  la  santé des  consommateurs.  Il 
serait légitime de rechercher si l’activation des défenses naturelles des plantes n’a pas d’effet néfaste 
pour le consommateur. 
   
 254 
 
   
 255 
 
Références bibliographiques 
 
 
Achard, P., Renou, J.P., Berthome, R., Harberd, N.P. and Genschik, P. (2008) Plant DELLAs restrain 
growth and promote survival of adversity by reducing the  levels of reactive oxygen species. 
Curr. Biol., 18, 656‐660. 
Achuo, E.A., Prinsen, E. and Höfte, M.  (2006)  Influence of drought, salt stress and abscisic acid on 
the resistance of tomato to Botrytis cinerea and Oidium neolycopersici. Plant Pathology, 55, 
178‐186. 
Adhikari,  U.,  Mateu,  C.G.,  Chattopadhyay,  K.,  Pujol,  C.A.,  Damonte,  E.B.  and  Ray,  B.  (2006) 
Structure  and  antiviral  activity  of  sulfated  fucans  from  Stoechospermum  marginatum. 
Phytochemistry, 67, 2474‐2482. 
Adie, B.A., Perez‐Perez, J., Perez‐Perez, M.M., Godoy, M., Sanchez‐Serrano, J.J., Schmelz, E.A. and 
Solano, R.  (2007) ABA  is  an essential  signal  for plant  resistance  to pathogens  affecting  JA 
biosynthesis and the activation of defenses in Arabidopsis. Plant Cell, 19, 1665‐1681. 
Aist,  J.R. and Bushnell, W.R.  (1991)  Invasion of plant hosts by powdery mildew  fungi and  cellular 
mechanism of resistance. GT Cole, HC Hoch, eds, The Fungal Spore and Disease  Initiation  in 
Plants and Animals. Plenum Press, New York, 321–345. 
Albrecht,  C.,  Russinova,  E.,  Kemmerling,  B.,  Kwaaitaal, M.  and  de Vries,  S.C.  (2008) Arabidopsis 
somatic  embryogenesis  receptor  kinase  proteins  serve  brassinosteroid‐dependent  and  ‐
independent signaling pathways. Plant Physiol, 148, 611‐619. 
Aldea, M., Hamilton, J.G., Resti, J.P., Zangerl, A.R., Berenbaum, M.R., Frank, T.D. and DeLucia, E.H. 
(2006)  Comparison  of  photosynthetic  damage  from  arthropod  herbivory  and  pathogen 
infection in understory hardwood saplings. Oecologia, 149, 221‐232. 
Alfano, G.,  Ivey, M.L.L., Cakir, C., Bos,  J.I.B., Miller, S.A., Madden,  L.V., Kamoun, S. and Hoitink, 
H.A.J.  (2007) Systemic modulation of gene expression  in  tomato by Trichoderma hamatum 
382. Phytopathology, 97, 429‐437. 
Allen,  D.G.,  Blinks,  J.R.  and  Prendergast,  F.G.  (1977)  Aequorin  luminescence:  relation  of  light 
emission  to  calcium  concentration‐‐a  calcium‐independent  component.  Science,  195,  996‐
998. 
Amano, M., Toyoda, K.,  Ichinose, Y., Yamada, T. and Shiraishi, T.  (1997) Association between  ion 
fluxes and defense responses in pea and cowpea tissues. Plant Cell Physiol., 38, 698‐706. 
Amborabe,  B.E.,  Bonmort,  J.,  Fleurat‐Lessard,  P.  and  Roblin,  G.  (2008)  Early  events  induced  by 
chitosan on plant cells. J. Exp. Bot., 59, 2317‐2324. 
Ameline‐Torregrosa, C., Cazaux, M., Danesh, D., Chardon, F., Cannon, S.B., Esquerre‐Tugaye, M.T., 
Dumas, B., Young, N.D., Samac, D.A., Huguet, T. and Jacquet, C. (2008) Genetic dissection of 
resistance to anthracnose and powdery mildew  in Medicago truncatula. Mol Plant Microbe 
Interact, 21, 61‐69. 
Anderson, J.P., Badruzsaufari, E., Schenk, P.M., Manners, J.M., Desmond, O.J., Ehlert, C., Maclean, 
D.J.,  Ebert,  P.R.  and  Kazan,  K.  (2004)  Antagonistic  interaction  between  abscisic  acid  and 
jasmonate‐ethylene  signaling  pathways  modulates  defense  gene  expression  and  disease 
resistance in Arabidopsis. Plant Cell, 16, 3460‐3479. 
Apel,  K.  and  Hirt,  H.  (2004)  Reactive  oxygen  species:  metabolism,  oxidative  stress,  and  signal 
transduction. Annu. Rev. Plant Biol., 55, 373‐399. 
Asai, T., Tena, G., Plotnikova, J., Willmann, M.R., Chiu, W.L., Gomez‐Gomez, L., Boller, T., Ausubel, 
F.M.  and  Sheen,  J.  (2002) MAP  kinase  signalling  cascade  in Arabidopsis  innate  immunity. 
Nature, 415, 977‐983. 
Asselbergh, B., Achuo, A.E., Hofte, M. and Van Gijsegem, F. (2008) Abscisic acid deficiency leads to 
rapid activation of tomato defence responses upon infection with Erwinia chrysanthemi. Mol. 
Plant Pathol., 9, 11‐24. 
   
 256 
 
   
 257 
 
Audenaert, K., De Meyer, G.B. and Hofte, M.M. (2002) Abscisic acid determines basal susceptibility 
of tomato to Botrytis cinerea and suppresses salicylic acid‐dependent signaling mechanisms. 
Plant Physiol, 128, 491‐501. 
Ayers, A.R., Ebel, J., Finelli, F., Berger, N. and Albersheim, P. (1976) Host‐Pathogen Interactions: IX. 
Quantitative  assays  of  elicitor  activity  and  characterization  of  the  elicitor  present  in  the 
extracellular medium of cultures of Phytophthora megasperma var. sojae. Plant Physiol, 57, 
751‐759. 
Aziz, A., Gauthier, A., Bezier, A., Poinssot, B., Joubert, J.M., Pugin, A., Heyraud, A. and Baillieul, F. 
(2007)  Elicitor  and  resistance‐inducing  activities  of  beta‐1,4  cellodextrins  in  grapevine, 
comparison with beta‐1,3 glucans and alpha‐1,4 oligogalacturonides.  J. Exp. Bot., 58, 1463‐
1472. 
Aziz, A., Heyraud, A.  and  Lambert, B.  (2004) Oligogalacturonide  signal  transduction,  induction  of 
defense‐related responses and protection of grapevine against Botrytis cinerea. Planta, 218, 
767‐774. 
Aziz, A.,  Poinssot,  B., Daire,  X., Adrian, M.,  Bezier, A.,  Lambert,  B.,  Joubert,  J.M.  and  Pugin, A. 
(2003)  Laminarin  elicits  defense  responses  in  grapevine  and  induces  protection  against 
Botrytis cinerea and Plasmopara viticola. Mol Plant Microbe Interact, 16, 1118‐1128. 
Bakker, P.A., Pieterse, C.M. and van  Loon,  L.C.  (2007)  Induced  systemic  resistance by  fluorescent 
Pseudomonas spp. Phytopathology, 97, 239‐243. 
Bari, R. and Jones, J.D. (2009) Role of plant hormones  in plant defence responses. Plant Mol. Biol., 
69, 473‐488. 
Beckers, G.J. and Conrath, U.  (2007) Priming  for  stress  resistance:  from  the  lab  to  the  field. Curr. 
Opin. Plant Biol., 10, 425‐431. 
Belhadj,  A.,  Saigne,  C.,  Telef,  N.,  Cluzet,  S.,  Bouscaut,  J.,  Corio‐Costet, M.F.  and Merillon,  J.M. 
(2006) Methyl  jasmonate  induces  defense  responses  in  grapevine  and  triggers  protection 
against Erysiphe necator. J. Agric. Food Chem., 54, 9119‐9125. 
Belhadj, A., Telef, N., Cluzet, S., Bouscaut, J., Corio‐Costet, M.F. and Merillon, J.M. (2008) Ethephon 
elicits protection against Erysiphe necator in grapevine. J. Agric. Food Chem., 56, 5781‐5787. 
Benhamou, N., Lafitte, C., Barthe,  J.P. and Esquerre‐Tugaye, M.T.  (1991) Cell  surface  interactions 
between bean leaf cells and Colletotrichum lindemuthianum: cytochemical aspects of pectin 
breakdown and fungal endopolygalacturonase accumulation. Plant Physiol, 97, 234‐244. 
Bergmann, A., Agapite, J. and Steller, H. (1998) Mechanisms and control of programmed cell death 
in invertebrates. Oncogene, 17, 3215‐3223. 
Bhuiyan, N.H., Selvaraj, G., Wei, Y. and King, J. (2009) Gene expression profiling and silencing reveal 
that monolignol  biosynthesis  plays  a  critical  role  in  penetration  defence  in wheat  against 
powdery mildew invasion. J. Exp. Bot., 60, 509‐521. 
Bindschedler, L.V., Dewdney, J., Blee, K.A., Stone, J.M., Asai, T., Plotnikov, J., Denoux, C., Hayes, T., 
Gerrish,  C.,  Davies,  D.R.,  Ausubel,  F.M.  and  Bolwell,  G.P.  (2006)  Peroxidase‐dependent 
apoplastic oxidative burst  in Arabidopsis required for pathogen resistance. Plant J., 47, 851‐
863. 
Birch, P.R., Boevink, P.C., Gilroy, E.M., Hein,  I., Pritchard,  L. and Whisson, S.C.  (2008) Oomycete 
RXLR effectors: delivery,  functional  redundancy and durable disease  resistance. Curr. Opin. 
Plant Biol., 11, 373‐379. 
Blatt, M.R., Grabov, A., Brearley, J., Hammond‐Kosack, K. and Jones, J.D. (1999) K+ channels of Cf‐9 
transgenic  tobacco guard  cells as  targets  for Cladosporium  fulvum Avr9 elicitor‐dependent 
signal transduction. Plant J., 19, 453‐462. 
Block, A., Li, G., Fu, Z.Q. and Alfano, J.R. (2008) Phytopathogen type III effector weaponry and their 
plant targets. Curr. Opin. Plant Biol., 11, 396‐403. 
Blumenkrantz,  N.  and  Asboe‐Hansen,  G.  (1973)  New method  for  quantitative  determination  of 
uronic acids. Anal. Biochem., 54, 484‐489. 
Boller, T. (1995) Chemoperception of microbial signals  in plant cells. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant 
Mol. Biol., 46, 189‐214. 
 258 
 
   
 259 
 
Boller, T. and Felix, G. (2009) A renaissance of elicitors: perception of microbe‐associated molecular 
patterns and danger signals by pattern‐recognition receptors. Annu. Rev. Plant Biol., 60, 379‐
406. 
Bolwell, G.P., Bindschedler, L.V., Blee, K.A., Butt, V.S., Davies, D.R., Gardner, S.L., Gerrish, C. and 
Minibayeva, F. (2002) The apoplastic oxidative burst in response to biotic stress in plants: a 
three‐component system. J. Exp. Bot., 53, 1367‐1376. 
Boudart, G.,  Charpentier, M.,  Lafitte,  C., Martinez,  Y.,  Jauneau, A., Gaulin,  E.,  Esquerre‐Tugaye, 
M.T.  and Dumas,  B.  (2003)  Elicitor  activity  of  a  fungal  endopolygalacturonase  in  tobacco 
requires a functional catalytic site and cell wall localization. Plant Physiol, 131, 93‐101. 
Boudart,  G.,  Lafitte,  C.,  Barthe,  J.P.,  Frasez,  D.  and  Esquerre‐Tugaye,  M.T.  (1998)  Differential 
elicitation of defense responses by pectic fragments in bean seedlings. Planta, 206, 86‐94. 
Boue,  S.M.,  Shih,  F.F.,  Shih,  B.Y., Daigle,  K.W.,  Carter‐Wientjes,  C.H.  and  Cleveland,  T.E.  (2008) 
Effect of biotic elicitors on enrichment of antioxidant properties and  induced  isoflavones  in 
soybean. J. Food Sci., 73, H43‐49. 
Bradley, D.J., Kjellbom, P. and Lamb, C.J. (1992) Elicitor‐ and wound‐induced oxidative cross‐linking 
of a proline‐rich plant cell wall protein: a novel, rapid defense response. Cell, 70, 21‐30. 
Briand,  X.  and Morand,  P.  (1987)  Anaerobic  digestion  of  Ulva  sp.1:  Relationship  between  Ulva 
composition and methanisation. . J. Appl. Phycol., 9, 511‐524. 
Budzikiewicz, H. (2004) Siderophores of the Pseudomonadaceae sensu stricto (fluorescent and non‐
fluorescent Pseudomonas spp.). Fortschr. Chem. Org. Naturst., 87, 81‐237. 
Buhot, N., Gomes, E., Milat, M.L., Ponchet, M., Marion, D., Lequeu, J., Delrot, S., Coutos‐Thevenot, 
P.  and  Blein,  J.P.  (2004) Modulation  of  the  biological  activity  of  a  tobacco  LTP1  by  lipid 
complexation. Mol. Biol. Cell, 15, 5047‐5052. 
Cabrera, J.C., Boland, A., Messiaen, J., Cambier, P. and Van Cutsem, P. (2008) Egg box conformation 
of oligogalacturonides:  the  time‐dependent stabilization of  the elicitor‐active conformation 
increases its biological activity. Glycobiology, 18, 473‐482. 
Cascales, E. (2008) The type VI secretion toolkit. EMBO Rep., 9, 735‐741. 
Century, K.S., Shapiro, A.D., Repetti, P.P., Dahlbeck, D., Holub, E. and Staskawicz, B.J. (1997) NDR1, 
a  pathogen‐induced  component  required  for Arabidopsis  disease  resistance.  Science,  278, 
1963‐1965. 
Cheng, H., Qin, L., Lee, S., Fu, X., Richards, D.E., Cao, D., Luo, D., Harberd, N.P. and Peng, J. (2004) 
Gibberellin  regulates  Arabidopsis  floral  development  via  suppression  of  DELLA  protein 
function. Development, 131, 1055‐1064. 
Cheng, H., Song, S., Xiao, L., Soo, H.M., Cheng, Z., Xie, D. and Peng, J. (2009) Gibberellin acts through 
jasmonate  to  control  the  expression  of MYB21, MYB24,  and MYB57  to  promote  stamen 
filament growth in Arabidopsis. PLoS Genet, 5, e1000440. 
Chinchilla, D.,  Zipfel,  C.,  Robatzek,  S.,  Kemmerling,  B., Nurnberger,  T.,  Jones,  J.D.,  Felix, G.  and 
Boller, T.  (2007) A  flagellin‐induced complex of  the  receptor FLS2 and BAK1  initiates plant 
defence. Nature, 448, 497‐500. 
Christmann,  A., Moes, D., Himmelbach, A.,  Yang,  Y.,  Tang,  Y.  and Grill,  E.  (2006)  Integration  of 
abscisic acid signalling into plant responses. Plant Biol. (Stuttg.), 8, 314‐325. 
Cluzet, S., Torregrosa, C., Jacquet, C., Lafitte, C., Fournier, J., Mercier, L., Salamagne, S., Briand, X., 
Esquerré‐Tugayé,  M.T.  and  B.,  D.  (2004)  Gene  expression  profiling  and  protection  of 
Medicago truncatula against a fungal infection in response to an elicitor from the green alga 
Ulva spp. . Plant, Cell & Environment, 27, 917‐928. 
Cohen,  B.A.,  Amsellem,  Z., Maor,  R.,  Sharon,  A.  and  Gressel,  J.  (2002)  Transgenically  enhanced 
expression  of  indole‐3‐acetic  Acid  confers  hypervirulence  to  plant  pathogens. 
Phytopathology, 92, 590‐596. 
Conrath,  U.,  Beckers,  G.J.,  Flors,  V.,  Garcia‐Agustin,  P.,  Jakab,  G.,  Mauch,  F.,  Newman,  M.A., 
Pieterse, C.M., Poinssot, B., Pozo, M.J., Pugin, A., Schaffrath, U., Ton, J., Wendehenne, D., 
Zimmerli, L. and Mauch‐Mani, B. (2006) Priming: getting ready for battle. Mol Plant Microbe 
Interact, 19, 1062‐1071. 
 260 
 
   
 261 
 
Conrath,  U.,  Pieterse,  C.M.  and Mauch‐Mani,  B.  (2002)  Priming  in  plant‐pathogen  interactions. 
Trends Plant Sci., 7, 210‐216. 
Coppinger,  P.,  Repetti,  P.P.,  Day,  B.,  Dahlbeck,  D.,  Mehlert,  A.  and  Staskawicz,  B.J.  (2004) 
Overexpression  of  the  plasma  membrane‐localized  NDR1  protein  results  in  enhanced 
bacterial disease resistance in Arabidopsis thaliana. Plant J., 40, 225‐237. 
Courtois, C., Besson, A., Dahan,  J., Bourque, S., Dobrowolska, G., Pugin, A. and Wendehenne, D. 
(2008) Nitric oxide signalling in plants: interplays with Ca2+ and protein kinases. J. Exp. Bot., 
59, 155‐163. 
Creelman, R.A. and Mullet, J.E. (1997) Oligosaccharins, brassinolides, and jasmonates: nontraditional 
regulators of plant growth, development, and gene expression. Plant Cell, 9, 1211‐1223. 
Dangl,  J.L.  and  Jones,  J.D.  (2001) Plant pathogens  and  integrated defence  responses  to  infection. 
Nature, 411, 826‐833. 
Davis, K.R.,  Lyon, G.D., Darvill, A.G. and Albersheim, P.  (1984) Host‐Pathogen  interactions  : XXV. 
Endopolygalacturonic acid lyase from Erwinia carotovora elicits phytoalexin accumulation by 
releasing plant cell wall fragments. Plant Physiol, 74, 52‐60. 
De  Vleesschauwer,  D.,  Cornelis,  P.  and  Hofte,  M.  (2006)  Redox‐active  pyocyanin  secreted  by 
Pseudomonas  aeruginosa  7NSK2  triggers  systemic  resistance  to Magnaporthe  grisea  but 
enhances Rhizoctonia solani susceptibility in rice. Mol Plant Microbe Interact, 19, 1406‐1419. 
Deepak,  S.,  Shailasree,  S.,  Kini,  R.K.,  Hause,  B.,  Shetty,  S.H.  and  Mithofer,  A.  (2007)  Role  of 
hydroxyproline‐rich  glycoproteins  in  resistance  of  pearl  millet  against  downy  mildew 
pathogen Sclerospora graminicola. Planta, 226, 323‐333. 
Delaney, T.P., Uknes, S., Vernooij, B., Friedrich,  L., Weymann, K., Negrotto, D., Gaffney, T., Gut‐
Rella, M., Kessmann, H., Ward, E. and Ryals, J. (1994) A central role of salicylic acid in plant 
disease resistance. Science, 266, 1247‐1250. 
Delledonne, M. (2005) NO news is good news for plants. Curr. Opin. Plant Biol., 8, 390‐396. 
Delserone, L.M., McCluskey, K.D., Mathews, E. and VanEtten, H.D. (1999) Pisatin demethylation by 
fungal pathogens and nonpathogens of pea: Association with pisatin tolerance and virulence. 
Physiol. Mol. Plant Pathol., 55, 317‐326. 
Denoux,  C.,  Galletti,  R.,  Mammarella,  N.,  Gopalan,  S.,  Werck,  D.,  De  Lorenzo,  G.,  Ferrari,  S., 
Ausubel, F.M. and Dewdney, J. (2008) Activation of defense response pathways by OGs and 
Flg22 elicitors in Arabidopsis seedlings. Mol Plant, 1, 423‐445. 
Desikan,  R.,  S,  A.H.‐M.,  Hancock,  J.T.  and  Neill,  S.J.  (2001)  Regulation  of  the  Arabidopsis 
transcriptome by oxidative stress. Plant Physiol, 127, 159‐172. 
Deslandes, L., Olivier, J., Peeters, N., Feng, D.X., Khounlotham, M., Boucher, C., Somssich, I., Genin, 
S. and Marco, Y. (2003) Physical interaction between RRS1‐R, a protein conferring resistance 
to bacterial wilt, and PopP2, a type III effector targeted to the plant nucleus. Proc. Natl. Acad. 
Sci. U. S. A., 100, 8024‐8029. 
Devoto, A., Ellis, C., Magusin, A., Chang, H.S., Chilcott, C., Zhu, T. and Turner, J.G. (2005) Expression 
profiling  reveals  COI1  to  be  a  key  regulator  of  genes  involved  in  wound‐  and  methyl 
jasmonate‐induced  secondary metabolism, defence,  and hormone  interactions.  Plant Mol. 
Biol., 58, 497‐513. 
Djonovic, S., Pozo, M.J., Dangott, L.J., Howell, C.R. and Kenerley, C.M. (2006) Sm1, a proteinaceous 
elicitor  secreted  by  the  biocontrol  fungus  Trichoderma  virens  induces  plant  defense 
responses and systemic resistance. Mol. Plant‐Microbe Interact., 19, 838‐853. 
Djonovic, S., Vargas, W.A., Kolomiets, M.V., Horndeski, M., Wiest, A. and Kenerley, C.M. (2007) A 
proteinaceous  elicitor  Sm1  from  the  beneficial  fungus  Trichoderma  virens  is  required  for 
induced systemic resistance in maize. Plant Physiology, 145, 875‐889. 
Doares,  S.H.,  Syrovets,  T., Weiler,  E.W.  and  Ryan,  C.A.  (1995)  Oligogalacturonides  and  chitosan 
activate plant defensive genes through the octadecanoid pathway. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 
A., 92, 4095‐4098. 
   
 262 
 
   
 263 
 
Dodds, P.N., Lawrence, G.J., Catanzariti, A.M., Teh, T., Wang, C.I., Ayliffe, M.A., Kobe, B. and Ellis, 
J.G.  (2006) Direct protein  interaction underlies gene‐for‐gene specificity and coevolution of 
the  flax resistance genes and  flax rust avirulence genes. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 103, 
8888‐8893. 
Dodds,  P.N.,  Rafiqi, M., Gan,  P.H., Hardham, A.R.,  Jones, D.A.  and  Ellis,  J.G.  (2009)  Effectors  of 
biotrophic  fungi and oomycetes: pathogenicity  factors and  triggers of host  resistance. New 
Phytol., 183, 993‐1000. 
Domozych,  D.S.,  Stewart,  K.D.  and  Mattox,  K.R.  (1980)  The  comparative  aspects  of  cell  wall 
chemistry in the green algae (Chlorophyta). J. Mol. Evol., 15, 1‐12. 
Dumas,  B.,  Bottin,  A.,  Gaulin,  E.  and  Esquerre‐Tugaye,  M.T.  (2008)  Cellulose‐binding  domains: 
cellulose associated‐defensive sensing partners? Trends Plant Sci., 13, 160‐164. 
Dumas, B., Freyssinet, G. and Pallett, K.E.  (1995) Tissue‐specific expression of germin‐like oxalate 
oxidase  during  development  and  fungal  Infection  of  barley  eeedlings.  Plant  Physiol,  107, 
1091‐1096. 
Elboutachfaiti, R., Delattre, C., Petit, E., El Gadda, M., Courtois, B., Michaud, P., El Modafar, C. and 
Courtois,  J.  (2009)  Improved  isolation  of  glucuronan  from  algae  and  the  production  of 
glucuronic acid oligosaccharides using a glucuronan lyase. Carbohydr. Res., 344, 1670‐1675. 
Ellis, C. and Turner, J.G. (2001) The Arabidopsis mutant cev1 has constitutively active jasmonate and 
ethylene signal pathways and enhanced resistance to pathogens. Plant Cell, 13, 1025‐1033. 
Ellis, J.G., Dodds, P.N. and Lawrence, G.J. (2007) The role of secreted proteins  in diseases of plants 
caused by rust, powdery mildew and smut fungi. Curr. Opin. Microbiol., 10, 326‐331. 
Espinosa,  A.  and  Alfano,  J.R.  (2004)  Disabling  surveillance:  bacterial  type  III  secretion  system 
effectors that suppress innate immunity. Cell. Microbiol., 6, 1027‐1040. 
Esquerre‐Tugaye, M.T., Lafitte, C., Mazau, D., Toppan, A. and Touze, A. (1979) Cell surfaces in plant‐
microorganism  interactions:  II.  Evidence  for  the  accumulation  of  hydroxyproline‐rich 
glycoproteins  in the cell wall of diseased plants as a defense mechanism. Plant Physiol, 64, 
320‐326. 
Falk, A., Feys, B.J., Frost, L.N.,  Jones,  J.D., Daniels, M.J. and Parker,  J.E.  (1999) EDS1, an essential 
component of R gene‐mediated disease resistance in Arabidopsis has homology to eukaryotic 
lipases. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 96, 3292‐3297. 
Fammartino, A., Cardinale, F., Gobel, C., Mene‐Saffrane, L., Fournier, J., Feussner, I. and Esquerre‐
Tugaye, M.T.  (2007)  Characterization  of  a  divinyl  ether  biosynthetic  pathway  specifically 
associated with pathogenesis in tobacco. Plant Physiol, 143, 378‐388. 
Fammartino, A., Verdaguer, B., Fournier, J., Tamietti, G., Carbonne, F., Esquerré‐Tugayé, M.T. and 
Cardinale, F.  (2010) Coordinated  transcriptional regulation of the divinyl ether biosynthetic 
genes in tobacco by signal molecules related to defense. Plant Physiol. Biochem., accepted. 
Farag,  M.A.,  Huhman,  D.V.,  Dixon,  R.A.  and  Sumner,  L.W.  (2008)  Metabolomics  reveals  novel 
pathways and differential mechanistic and elicitor‐specific responses in phenylpropanoid and 
isoflavonoid biosynthesis in Medicago truncatula cell cultures. Plant Physiol, 146, 387‐402. 
Farrokhi,  N.,  Whitelegge,  J.P.  and  Brusslan,  J.A.  (2008)  Plant  peptides  and  peptidomics.  Plant 
Biotechnol J, 6, 105‐134. 
Feissner,  R.F.,  Skalska,  J.,  Gaum,  W.E.  and  Sheu,  S.S.  (2009)  Crosstalk  signaling  between 
mitochondrial Ca2+ and ROS. Front. Biosci., 14, 1197‐1218. 
Ferrari, S., Galletti, R., Denoux, C., De Lorenzo, G., Ausubel, F.M. and Dewdney, J. (2007) Resistance 
to  Botrytis  cinerea  induced  in  Arabidopsis  by  elicitors  is  independent  of  salicylic  acid, 
ethylene, or jasmonate signaling but requires Phytoalexin Deficient 3. Plant Physiol, 144, 367‐
379. 
Fleurence, J., Le Coeur, C., Mabeau, S., Maurice, M. and Landrein, A. (1995) Comparison of different 
extractive procedures for proteins from the edible seaweeds Ulva rigida and Ulva rotundata. 
J. Appl. Phycol., 7, 577‐582. 
Flor,  H.H.  (1955)  Host‐parasite  interaction  in  flax  rust  ‐  its  genetics  and  other  implications. 
Phytopathology, 45, 680-685. 
 264 
 
   
 265 
 
Flor, H.H. (1971) Current statut of the gene‐for‐gene concept. Annu. Rev. Phytopathol., 9, 275‐296. 
Flors, V., Ton, J., van Doorn, R., Jakab, G., Garcia‐Agustin, P. and Mauch‐Mani, B. (2008)  Interplay 
between JA, SA and ABA signalling during basal and induced resistance against Pseudomonas 
syringae and Alternaria brassicicola. Plant J., 54, 81‐92. 
Fofana, B., Benhamou, N., McNally, D.J., Labbe, C., Seguin, A. and Belanger, R.R. (2005) Suppression 
of  induced  resistance  in  cucumber  through  disruption  of  the  flavonoid  pathway. 
Phytopathology, 95, 114‐123. 
Forcat, S., Bennett, M.H., Mansfield,  J.W. and Grant, M.R.  (2008) A  rapid and  robust method  for 
simultaneously measuring changes in the phytohormones ABA, JA and SA in plants following 
biotic and abiotic stress. Plant Methods, 4, 16. 
Foster‐Hartnett, D., Danesh, D., Penuela, S., Sharopova, N., Endre, G., Vandenbosch, K.A., Young, 
N.D. and Samac, D.A. (2007) Molecular and cytological responses of Medicago truncatula to 
Erysiphe pisi. Mol. Plant Pathol., 8, 307‐319  
Friedman,  A.R.  and  Baker,  B.J.  (2007)  The  evolution  of  resistance  genes  in  multi‐protein  plant 
resistance systems. Curr. Opin. Genet. Dev., 17, 493‐499. 
Friedrich,  L.,  Lawton, K., Ruess, W., Masner,  P.,  Specker, N., Rella, M.G., Meier, B., Dincher,  S., 
Staub,  T., Uknes,  S., Metraux,  J.P., Kessmann, H.  and Ryals,  J.  (1996) A benzothiadiazole 
derivative induces systemic acquired resistance in tobacco. Plant J., 10, 61‐70. 
Fujita,  M.,  Fujita,  Y.,  Noutoshi,  Y.,  Takahashi,  F.,  Narusaka,  Y.,  Yamaguchi‐Shinozaki,  K.  and 
Shinozaki, K.  (2006) Crosstalk between abiotic and biotic  stress  responses: a  current  view 
from  the points of  convergence  in  the  stress  signaling networks. Curr. Opin. Plant Biol., 9, 
436‐442. 
Gabriel, D.W. (1999) The Xanthomonas avr/pth gene family. In Plant Microbe Interactions (Stacey, G., 
Keen, N.T., eds). St Paul, MN: APS Press, 39‐55. 
Galletti, R., Denoux, C., Gambetta, S., Dewdney,  J., Ausubel, F.M., De Lorenzo, G. and Ferrari, S. 
(2008) The AtrbohD‐mediated oxidative burst elicited by oligogalacturonides in Arabidopsis is 
dispensable for the activation of defense responses effective against Botrytis cinerea. Plant 
Physiol, 148, 1695‐1706. 
Garcia‐Brugger,  A.,  Lamotte,  O.,  Vandelle,  E.,  Bourque,  S.,  Lecourieux,  D.,  Poinssot,  B., 
Wendehenne, D.  and Pugin, A.  (2006)  Early  signaling  events  induced by  elicitors of plant 
defenses. Mol Plant Microbe Interact, 19, 711‐724. 
Garcia‐Muniz,  N.,  Martinez‐Izquierdo,  J.A.  and  Puigdomenech,  P.  (1998)  Induction  of  mRNA 
accumulation corresponding to a gene encoding a cell wall hydroxyproline‐rich glycoprotein 
by fungal elicitors. Plant Mol. Biol., 38, 623‐632. 
Gaspari, M., Lykouressis, D., Perdikis, D. and Polissiou, M. (2007) Nettle extract effects on the aphid 
Myzus persicae and its natural enemy, the predator Macrolophus pygmaeus (Hem., Miridae). 
J. Appl. Entomol., 131, 652 ‐ 657. 
Girault,  T.,  Francois,  J.,  Rogniaux,  H.,  Pascal,  S.,  Delrot,  S.,  Coutos‐Thevenot,  P.  and  Gomes,  E. 
(2008)  Exogenous  application  of  a  lipid  transfer  protein‐jasmonic  acid  complex  induces 
protection of grapevine towards infection by Botrytis cinerea. Plant Physiol Biochem, 46, 140‐
149. 
Gohre, V. and Robatzek, S. (2008) Breaking the barriers: microbial effector molecules subvert plant 
immunity. Annu. Rev. Phytopathol., 46, 189‐215. 
Gomez‐Gomez, L. and Boller, T. (2000) FLS2: an LRR receptor‐like kinase  involved  in the perception 
of the bacterial elicitor flagellin in Arabidopsis. Mol. Cell, 5, 1003‐1011. 
Gomi, K., Ogawa, D., Katou, S., Kamada, H., Nakajima, N., Saji, H., Soyano, T., Sasabe, M., Machida, 
Y., Mitsuhara, I., Ohashi, Y. and Seo, S. (2005) A mitogen‐activated protein kinase NtMPK4 
activated by SIPKK is required for jasmonic acid signaling and involved in ozone tolerance via 
stomatal movement in tobacco. Plant Cell Physiol., 46, 1902‐1914. 
Govers, F. and Bouwmeester, K. (2008) Effector trafficking: RXLR‐dEER as extra gear for delivery into 
plant cells. Plant Cell, 20, 1728‐1730. 
   
 266 
 
   
 267 
 
Grant,  B.R.,  Grant,  J.H.  and  Harris,  J.  (1992)  Inhibition  of  growth  of  Phytophthora  infestans  by 
phosphate and phosphonate in defined media. Experimental Mycology, 16, 240‐244. 
Grant, M. and Lamb, C. (2006) Systemic immunity. Curr. Opin. Plant Biol., 9, 414‐420. 
Grosch, R., Koch, T. and Kofoet, A.  (2004) Control of bottom rot on  lettuce caused by Rhizoctonia 
solani  with  commercial  biocontrol  agents  and  a  novel  fungicide.  Zeitschrift  Fur 
Pflanzenkrankheiten Und Pflanzenschutz‐Journal of Plant Diseases and Protection, 111, 572‐
582. 
Guo, F.Q., Okamoto, M. and Crawford, N.M.  (2003)  Identification of a plant nitric oxide  synthase 
gene involved in hormonal signaling. Science, 302, 100‐103. 
Hadizadeh,  I., Peivastegan, B. and Kolahi, M.  (2009) Antifungal activity of nettle  (Urtica dioica L.), 
colocynth (Citrullus colocynthis L. Schrad), oleander (Nerium oleander L.) and konar (Ziziphus 
spina‐christi L.) extracts on plants pathogenic fungi. Pak J Biol Sci, 12, 58‐63. 
Hadwiger,  L.A.  (2008)  Pea–Fusarium  solani  interactions  contributions  of  a  system  toward 
understanding disease resistance. Phytopathology, 98, 372‐379. 
Hahn,  M.G.  and  Albersheim,  P.  (1978)  Host‐pathogen  interactions:  XIV.  Isolation  and  partial 
characterization of an elicitor from yeast extract. Plant Physiol, 62, 107‐111. 
Hain, R., Reif, H.J., Krause,  E.,  Langebartels, R., Kindl, H., Vornam, B., Wiese, W.,  Schmelzer,  E., 
Schreier,  P.H.,  Stocker,  R.H.  and  et  al.  (1993)  Disease  resistance  results  from  foreign 
phytoalexin expression in a novel plant. Nature, 361, 153‐156. 
Hamiduzzaman, M.M.,  Jakab, G., Barnavon,  L., Neuhaus,  J.M.  and Mauch‐Mani, B.  (2005) Beta‐
aminobutyric acid‐induced  resistance against downy mildew  in grapevine acts  through  the 
potentiation of callose formation and jasmonic acid signaling. Mol Plant Microbe Interact, 18, 
819‐829. 
Hammerschmidt,  R.  (1999)  Phytoalexins:  What  have  we  learned  after  60  years?  Annu.  Rev. 
Phytopathol., 37, 285‐306. 
Hardham,  A.R.,  Jones,  D.A.  and  Takemoto,  D.  (2007)  Cytoskeleton  and  cell  wall  function  in 
penetration resistance. Curr. Opin. Plant Biol., 10, 342‐348. 
Hardham, A.R., Takemoto, D. and White, R.G. (2008) Rapid and dynamic subcellular reorganization 
following mechanical stimulation of Arabidopsis epidermal cells mimics responses to fungal 
and oomycete attack. BMC Plant Biol., 8, 63. 
Harman,  G.E.,  Howell,  C.R.,  Viterbo,  A.,  Chet,  I.  and  Lorito,  M.  (2004)  Trichoderma  species: 
Opportunistic, avirulent plant symbionts. Nat. Rev. Microbiol., 2, 43‐56. 
He,  Y.  and  Gan,  S.  (2002)  A  gene  encoding  an  acyl  hydrolase  is  involved  in  leaf  senescence  in 
Arabidopsis. Plant Cell, 14, 805‐815. 
Heath, M.C. (2000) Hypersensitive response‐related death. Plant Mol. Biol., 44, 321‐334. 
Heese, A., Hann, D.R., Gimenez‐Ibanez, S., Jones, A.M., He, K., Li, J., Schroeder, J.I., Peck, S.C. and 
Rathjen,  J.P.  (2007)  The  receptor‐like  kinase  SERK3/BAK1  is  a  central  regulator  of  innate 
immunity in plants. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 104, 12217‐12222. 
Hein,  I.,  Gilroy,  E.M.,  Armstrong, M.R.  and  Birch,  P.R.  (2009)  The  zig‐zag‐zig  in  oomycete‐plant 
interactions. Mol. Plant Pathol., 10, 547‐562. 
Hematy, K., Sado, P.E., Van Tuinen, A., Rochange, S., Desnos, T., Balzergue, S., Pelletier, S., Renou, 
J.P. and Hofte, H. (2007) A receptor‐like kinase mediates the response of Arabidopsis cells to 
the inhibition of cellulose synthesis. Curr. Biol., 17, 922‐931. 
Herger,  G.  and  Klingauf,  F.  (1990)  Control  of  powdery mildew  fungi  with  extracts  of  the  giant 
knotweed,  Reynoutria  sachalinensis  Polygonaceae.  Faculteit  Landbouwwetenschappen, 
Rijksuniversiteit Gent 55, 1007‐1014. 
Hernandez‐Blanco, C.,  Feng, D.X., Hu,  J.,  Sanchez‐Vallet, A., Deslandes,  L.,  Llorente,  F., Berrocal‐
Lobo, M., Keller, H., Barlet, X., Sanchez‐Rodriguez, C., Anderson, L.K., Somerville, S., Marco, 
Y.  and  Molina,  A.  (2007)  Impairment  of  cellulose  synthases  required  for  Arabidopsis 
secondary cell wall formation enhances disease resistance. Plant Cell, 19, 890‐903. 
   
 268 
 
   
 269 
 
Hipskind,  J.D.  and  Paiva,  N.L.  (2000)  Constitutive  accumulation  of  a  resveratrol‐glucoside  in 
transgenic alfalfa increases resistance to Phoma medicaginis. Mol Plant Microbe Interact, 13, 
551‐562. 
Hiraga,  S.,  Sasaki,  K.,  Ito,  H.,  Ohashi,  Y.  and Matsui,  H.  (2001)  A  large  family  of  class  III  plant 
peroxidases. Plant Cell Physiol., 42, 462‐468. 
Höfte,  M.  and  Bakker,  P.A.  (2007)  Competition  for  iron  and  induced  systemic  resistance  by 
siderophores of plant growth promoting rhizobacteria. Soil biology: Microbial siderophores. 
Heidelberg, Germany: Springer‐Verlag Berlin 121‐133. 
Holub, E.B. (2001) The arms race is ancient history in Arabidopsis, the wildflower. Nat. Rev. Genet., 2, 
516‐527. 
Hu,  X.,  Bidney,  D.L.,  Yalpani,  N.,  Duvick,  J.P.,  Crasta,  O.,  Folkerts,  O.  and  Lu,  G.  (2003) 
Overexpression  of  a  gene  encoding  hydrogen  peroxide‐generating  oxalate  oxidase  evokes 
defense responses in sunflower. Plant Physiol, 133, 170‐181. 
Hu, Y.,  Li, W.C., Xu, Y.Q.,  Li, G.J.,  Liao, Y. and Fu,  F.L.  (2009) Differential expression of  candidate 
genes  for  lignin biosynthesis under drought stress  in maize  leaves.  J. Appl. Genet., 50, 213‐
223. 
Huckelhoven,  R.  (2007)  Cell wall‐associated mechanisms  of  disease  resistance  and  susceptibility. 
Annu. Rev. Phytopathol., 45, 101‐127. 
Huffaker, A., Pearce, G. and Ryan, C.A. (2006) An endogenous peptide signal in Arabidopsis activates 
components  of  the  innate  immune  response.  Proc. Natl.  Acad.  Sci.  U.  S.  A.,  103,  10098‐
10103. 
Hukkanen,  A.,  Kokko,  H.,  Buchala,  A.,  Hayrinen,  J.  and  Karenlampi,  S.  (2008)  Benzothiadiazole 
affects the leaf proteome in arctic bramble (Rubus arcticus). Mol. Plant Pathol., 9, 799‐808. 
Humphrey, T.V., Bonetta, D.T. and Goring, D.R. (2007) Sentinels at the wall: cell wall receptors and 
sensors. New Phytol., 176, 7‐21. 
Iriti, M.  and  Faoro,  F.  (2008)  Abscisic  acid  is  involved  in  chitosan‐induced  resistance  to  tobacco 
necrosis virus (TNV). Plant Physiol Biochem, 46, 1106‐1111. 
Iriti, M. and Faoro, F. (2009) Chitosan as a MAMP, searching for a PRR. Plant Signal Behav, 4, 66‐68. 
Iriti, M., Rossoni, M., Borgo, M.  and  Faoro,  F.  (2004) Benzothiadiazole  enhances  resveratrol  and 
anthocyanin biosynthesis in grapevine, meanwhile improving resistance to Botrytis cinerea. J. 
Agric. Food Chem., 52, 4406‐4413. 
Iriti, M., Sironi, M., Gomarasca, S., Casazza, A.P., Soave, C. and Faoro, F. (2006) Cell death‐mediated 
antiviral effect of chitosan in tobacco. Plant Physiol Biochem, 44, 893‐900. 
Isman, M.B. (2000) Plant essential oils for pest and disease management. Crop Prot., 19, 603‐608. 
Ivanova, V., Rouseva, R., Kolarova, M., Serkedjieva, J., Rachev, R. and Manolova, N. (1994) Isolation 
of a polysaccharide with antiviral effect from Ulva lactuca. Prep Biochem, 24, 83‐97. 
Jackson,  T.J., Burgess,  T., Colquhoun,  I.  and Hardy, G.E.S.  (2000) Action of  funcide phosphite on 
Eucalyptus marginata inoculated with Phytophthora cinnamomi. Plant Pathology, 49. 
Jasinski, M., Kachlicki, P., Rodziewicz, P., Figlerowicz, M. and Stobiecki, M.  (2009) Changes  in  the 
profile of flavonoid accumulation in Medicago truncatula leaves during infection with fungal 
pathogen Phoma medicaginis. Plant Physiol Biochem, 47, 847‐853. 
Jee,  H.J.,  Cho, W.D.  and  Kim,  C.H.  (2002)  Effects  of  potassium  phosphonate  on  the  control  of 
Phytophthora root rot of lettuce in hydroponics. Plant Pathology, 18, 142‐146. 
Jefferson,  R.A.,  Kavanagh,  T.A.  and  Bevan,  M.W.  (1987)  GUS  fusions:  beta‐glucuronidase  as  a 
sensitive and versatile gene fusion marker in higher plants. EMBO J, 6, 3901‐3907. 
Jia, Y. and Martin, R.  (2008)  Identification of a new  locus, Ptr(t),  required  for  rice blast  resistance 
gene Pi‐ta‐mediated resistance. Mol Plant Microbe Interact, 21, 396‐403. 
Jirage,  D.,  Tootle,  T.L.,  Reuber,  T.L.,  Frost,  L.N.,  Feys,  B.J.,  Parker,  J.E.,  Ausubel,  F.M.  and 
Glazebrook, J. (1999) Arabidopsis thaliana PAD4 encodes a lipase‐like gene that is important 
for salicylic acid signaling. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 96, 13583‐13588. 
Jones, J.D. and Dangl, J.L. (2006) The plant immune system. Nature, 444, 323‐329. 
   
 270 
 
   
 271 
 
Jourdan, E., Henry, G., Duby, F., Dommes, J., Barthelemy, J.P., Thonart, P. and Ongena, M. (2009) 
Insights  into  the  defense‐related  events  occurring  in  plant  cells  following  perception  of 
surfactin‐type lipopeptide from Bacillus subtilis. Mol Plant Microbe Interact, 22, 456‐468. 
Jourdan,  E., Ongena, M.  and  Thonart,  P.  (2008)  Caractéristiques moléculaires  de  l’immunité  des 
plantes  induite par  les rhizobactéries non pathogènes. Biotechnol. Agron. Soc. Environ., 12, 
437‐449. 
Kagan,  I.A. and Hammerschmidt, R.  (2002) Arabidopsis ecotype variability  in camalexin production 
and reaction to infection by Alternaria brassicicola. J. Chem. Ecol., 28, 2121‐2140. 
Kaku, H., Nishizawa, Y., Ishii‐Minami, N., Akimoto‐Tomiyama, C., Dohmae, N., Takio, K., Minami, E. 
and Shibuya, N. (2006) Plant cells recognize chitin fragments for defense signaling through a 
plasma membrane receptor. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 103, 11086‐11091. 
Kamoun, S. (2006) A catalogue of the effector secretome of plant pathogenic oomycetes. Annu. Rev. 
Phytopathol., 44, 41‐60. 
Kamphuis,  L.G.,  Lichtenzveig,  J.,  Oliver,  R.P.  and  Ellwood,  S.R.  (2008)  Two  alternative  recessive 
quantitative  trait  loci  influence  resistance  to  spring black  stem  and  leaf  spot  in Medicago 
truncatula. BMC Plant Biol., 8, 30. 
Kang,  J.H., Wang,  L., Giri, A. and Baldwin,  I.T.  (2006)  Silencing  threonine deaminase  and  JAR4  in 
Nicotiana  attenuata  impairs  jasmonic  acid‐isoleucine‐mediated  defenses  against Manduca 
sexta. Plant Cell, 18, 3303‐3320. 
Kauss,  H.  (1985)  Callose  biosynthesis  as  a  Ca2+  regulated  process  and  possible  relations  to  the 
induction of other metabolic changes. J. Cell Sci. Suppl., 2, 89‐103. 
Keen, N.T., Ersek, T., Long, M., Bruegger, B. and Holliday, M. (1981) Inhibition of the hypersensitive 
reaction of soybean  leaves to  incompatible Pseudomonas Spp by blasticidin‐S, streptomycin 
or elevated‐temperature. Physiol. Plant Pathol., 18, 325‐337. 
Keppler,  L.D., Baker, C.J. and Atkinson, M.M.  (1989) Active oxygen production during  a bacteria‐
induced hypersensitive reaction in tobacco suspension cells. Phytopathology, 79, 974‐978. 
Kessler, A., Halitschke, R. and Baldwin,  I.T.  (2004) Silencing  the  jasmonate cascade:  induced plant 
defenses and insect populations. Science, 305, 665‐668. 
Khatib, M., Lafitte, C., Esquerre‐Tugaye, M.T., Bottin, A. and Rickauer, M. (2004) The CBEL elicitor of 
Phytophthora parasitica var. nicotianae activates defence  in Arabidopsis  thaliana via  three 
different signalling pathways. New Phytol., 162, 501‐510. 
Kim, E.H., Kim, Y.S., Park, S.H., Koo, Y.J., Choi, Y.D., Chung, Y.Y., Lee, I.J. and Kim, J.K. (2009) Methyl 
jasmonate  reduces grain yield by mediating  stress  signals  to alter  spikelet development  in 
rice. Plant Physiol, 149, 1751‐1760. 
Kinkema, M., Fan, W. and Dong, X. (2000) Nuclear localization of NPR1 is required for activation of 
PR gene expression. Plant Cell, 12, 2339‐2350. 
Kiviritto, M.I. and Liesmaa, M. (1959) A colorimetric method for determination of hydroxyproline in 
tissus hydrolysates. Scand. J. Clin. Lab. Investig., 11, 128‐133. 
Klarzynski, O., Descamps, V., Plesse, B., Yvin,  J.C., Kloareg, B. and Fritig, B.  (2003) Sulfated  fucan 
oligosaccharides elicit defense responses in tobacco and local and systemic resistance against 
tobacco mosaic virus. Mol Plant Microbe Interact, 16, 115‐122. 
Klarzynski, O., Plesse, B., Joubert, J.M., Yvin, J.C., Kopp, M., Kloareg, B. and Fritig, B. (2000) Linear 
beta‐1,3 glucans are elicitors of defense responses in tobacco. Plant Physiol, 124, 1027‐1038. 
Klimecka, M. and Muszynska, G. (2007) Structure and functions of plant calcium‐dependent protein 
kinases. Acta Biochim. Pol., 54, 219‐233. 
Kloepper,  J.W.,  Leong,  J.,  Teintze,  M.  and  Schroth,  M.N.  (1980)  Enhanced  plant  growth  by 
siderophores produced by plant growth‐promoting rhizobacteria. Nature, 286, 885‐886. 
Kloepper, J.W., Ryu, C.M. and Zhang, S. (2004) Induced systemic resistance and promotion of plant 
growth by Bacillus spp. Phytopathology, 94, 1259‐1266. 
Knight, M.R.,  Campbell,  A.K.,  Smith,  S.M.  and  Trewavas,  A.J.  (1991)  Transgenic  plant  aequorin 
reports the effects of touch and cold‐shock and elicitors on cytoplasmic calcium. Nature, 352, 
524‐526. 
 272 
 
   
 273 
 
Kobayashi, R., Kubota, T. and Hidaka, H. (1994) Purification, characterization, and partial sequence 
analysis of a new 25‐kDa actin‐binding protein from bovine aorta: a SM22 homolog. Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 198, 1275‐1280. 
Kohorn, B.D. (2001) WAKs; cell wall associated kinases. Curr. Opin. Cell Biol., 13, 529‐533. 
Koiwa,  H.,  Kato,  H.,  Nakatsu,  T.,  Oda,  J.,  Yamada,  Y.  and  Sato,  F.  (1997)  Purification  and 
characterization of tobacco pathogenesis‐related protein PR‐5d, an antifungal thaumatin‐like 
protein. Plant Cell Physiol., 38, 783‐791. 
Konstantinidou‐doltisinis,  S.,  Markellou,  E.,  KasselakiI,  A.M.,  Fanourak,  M.N.,  Koumaki,  C.M., 
Schmitt,  A.,  Liopa‐Tsakalidis,  A.  and  Malathrakis,  N.E.  (2006)  Efficacy  of  Milsana,  a 
formulated plant extract from Reynoutria sachalinensis, against powdery mildew of tomato 
(Leveillula taurica). Biocontrol, 51, 375‐392. 
Koornneef,  A.,  Leon‐Reyes,  A.,  Ritsema,  T.,  Verhage,  A.,  Den  Otter,  F.C.,  Van  Loon,  L.C.  and 
Pieterse,  C.M.  (2008)  Kinetics  of  salicylate‐mediated  suppression  of  jasmonate  signaling 
reveal a role for redox modulation. Plant Physiol, 147, 1358‐1368. 
Koornneef, A. and Pieterse, C.M. (2008) Cross talk in defense signaling. Plant Physiol, 146, 839‐844. 
Kuc, J. and Rush, J.S. (1985) Phytoalexins. Arch. Biochem. Biophys., 236, 455‐472. 
Kunze, G.,  Zipfel, C., Robatzek,  S., Niehaus, K., Boller,  T.  and  Felix, G.  (2004)  The N  terminus of 
bacterial  elongation  factor  Tu  elicits  innate  immunity  in Arabidopsis plants. Plant Cell, 16, 
3496‐3507. 
Lahaye, M., Alvarez‐Cabal Cimadevilla, E., Kuhlenkamp, R., Quemener, B., Lognon, V. and Dion, P. 
(1999)  Chemical  composition  and  13C NMR  spectroscopic  characterisation  of  ulvans  from 
Ulva (Ulvales, Chlorophyta). J. Appl. Phycol., 11, 1‐7. 
Lahaye, M., Brunel, M. and Bonnin, E.  (1997) Fine  chemical  structure analysis of oligosaccharides 
produced by an ulvan‐lyase degradation of the water‐soluble cell‐wall polysaccharides from 
Ulva sp, (Ulvales, Chlorophyta). Carbohydr. Res., 304, 325‐333. 
Lahaye, M. and Robic, A. (2007) Structure and functional properties of ulvan, a polysaccharide from 
green seaweeds. Biomacromolecules, 8, 1765‐1774. 
Lamb, C. and Dixon, R.A.  (1997) The oxidative burst  in plant disease  resistance. Annu. Rev. Plant 
Physiol. Plant Mol. Biol., 48, 251‐275. 
Lamotte,  O.,  Courtois,  C.,  Dobrowolska,  G.,  Besson,  A.,  Pugin,  A.  and Wendehenne,  D.  (2006) 
Mechanisms  of  nitric‐oxide‐induced  increase  of  free  cytosolic  Ca2+  concentration  in 
Nicotiana plumbaginifolia cells. Free Radic. Biol. Med., 40, 1369‐1376. 
Lamotte, O., Gould, K., Lecourieux, D., Sequeira‐Legrand, A., Lebrun‐Garcia, A., Durner, J., Pugin, A. 
and Wendehenne,  D.  (2004)  Analysis  of  nitric  oxide  signaling  functions  in  tobacco  cells 
challenged by the elicitor cryptogein. Plant Physiol, 135, 516‐529. 
Lawton, K.A., Friedrich, L., Hunt, M., Weymann, K., Delaney, T., Kessmann, H., Staub, T. and Ryals, 
J.  (1996)  Benzothiadiazole  induces  disease  resistance  in  Arabidopsis  by  activation  of  the 
systemic acquired resistance signal transduction pathway. Plant J., 10, 71‐82. 
Le Henanff, G., Heitz, T., Mestre, P., Mutterer, J., Walter, B. and Chong, J. (2009) Characterization of 
Vitis  vinifera  NPR1  homologs  involved  in  the  regulation  of  pathogenesis‐related  gene 
expression. BMC Plant Biol., 9, 54. 
Le Signor, C., Savois, V., Aubert, G., Verdier,  J., Nicolas, M., Pagny, G., Moussy,  F., Sanchez, M., 
Baker, D., Clarke,  J.  and  Thompson, R.  (2009) Optimizing  TILLING populations  for  reverse 
genetics in Medicago truncatula. Plant Biotechnol J, 7, 430‐441. 
Lecourieux,  D., Mazars,  C.,  Pauly,  N.,  Ranjeva,  R.  and  Pugin,  A.  (2002)  Analysis  and  effects  of 
cytosolic  free  calcium  increases  in  response  to  elicitors  in Nicotiana  plumbaginifolia  cells. 
Plant Cell, 14, 2627‐2641. 
Lecourieux, D., Ranjeva, R. and Pugin, A. (2006) Calcium  in plant defence‐signalling pathways. New 
Phytol., 171, 249‐269. 
Leiro,  J.M.,  Castro,  R.,  Arranz,  J.A.  and  Lamas,  J.  (2007)  Immunomodulating  activities  of  acidic 
sulphated  polysaccharides  obtained  from  the  seaweed  Ulva  rigida  C.  Agardh.  Int. 
Immunopharmacol., 7, 879‐888. 
 274 
 
   
 275 
 
Leister, D.  (2004) Tandem and  segmental gene duplication and  recombination  in  the evolution of 
plant disease resistance gene. Trends Genet., 20, 116‐122. 
Leitner, M., Kaiser, R., Rasmussen, M.O., Driguez, H., Boland, W. and Mithofer, A. (2008) Microbial 
oligosaccharides  differentially  induce  volatiles  and  signalling  components  in  Medicago 
truncatula. Phytochemistry, 69, 2029‐2040. 
Lindsey, D.L. and Baker, R. (1967) Effect of certain fungi on dwarf tomatoes grown under gnotobiotic 
conditions. Phytopathology, 57, 1262‐1263  
Liu, B., Lu, Y., Xin, Z. and Zhang, Z.  (2009)  Identification and antifungal assay of a wheat beta‐1,3‐
glucanase. Biotechnol. Lett., 31, 1005‐1010. 
Lorrain, S., Vailleau, F., Balague, C. and Roby, D. (2003) Lesion mimic mutants: keys for deciphering 
cell death and defense pathways in plants? Trends Plant Sci., 8, 263‐271. 
Lotze,  M.T.,  Deisseroth,  A.  and  Rubartelli,  A.  (2007)  Damage  associated  molecular  pattern 
molecules. Clin Immunol, 124, 1‐4. 
Lowry, O.H., Rosebrough, N.J.,  Farr, A.L.  and Randall, R.J.  (1951)  Protein measurement with  the 
Folin phenol reagent. J. Biol. Chem., 193, 265‐275. 
Matsubayashi, Y. and Sakagami, Y.  (2006) Peptide hormones  in plants. Annu. Rev. Plant Biol., 57, 
649‐674. 
Mauch‐Mani, B. and Mauch, F. (2005) The role of abscisic acid in plant‐pathogen interactions. Curr. 
Opin. Plant Biol., 8, 409‐414. 
Mazars, C., Bourque, S., Mithofer, A., Pugin, A. and Ranjeva, R. (2009) Calcium homeostasis in plant 
cell nuclei. New Phytol., 181, 261‐274. 
Menard, R., Alban, S., de Ruffray, P.,  Jamois, F., Franz, G., Fritig, B., Yvin,  J.C. and Kauffmann, S. 
(2004) Beta‐1,3 glucan  sulfate, but not beta‐1,3 glucan,  induces  the  salicylic acid  signaling 
pathway in tobacco and Arabidopsis. Plant Cell, 16, 3020‐3032. 
Mercier, L., Lafitte, C., Borderies, G., Briand, X., Esquerré‐Tugayé, M.T. and Fournier, J. (2001) The 
algal polysaccharide carrageenans can act as an elicitor of plant defence. . New Phytol., 149, 
43‐51. 
Mert‐Turk,  F., Bennett, M.H., Mansfield,  J.W.  and Holub,  E.B.  (2003)  Camalexin  accumulation  in 
Arabidopsis  thaliana  following  abiotic  elicitation  or  inoculation  with  virulent  or  avirulent 
Hyaloperonospora parasitica. Physiol. Mol. Plant Pathol., 62, 137‐145. 
Meskiene, I., Baudouin, E., Schweighofer, A., Liwosz, A., Jonak, C., Rodriguez, P.L., Jelinek, H. and 
Hirt, H.  (2003) Stress‐induced protein phosphatase 2C  is a negative regulator of a mitogen‐
activated protein kinase. J. Biol. Chem., 278, 18945‐18952. 
Meyers, B.C., Kozik, A., Griego, A., Kuang, H. and Michelmore, R.W. (2003) Genome‐wide analysis of 
NBS‐LRR‐encoding genes in Arabidopsis. Plant Cell, 15, 809‐834. 
Miya, A., Albert, P., Shinya, T., Desaki, Y.,  Ichimura, K., Shirasu, K., Narusaka, Y., Kawakami, N., 
Kaku, H. and Shibuya, N. (2007) CERK1, a LysM receptor kinase, is essential for chitin elicitor 
signaling in Arabidopsis. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 104, 19613‐19618. 
Molina, A., Hunt, M.D. and Ryals, J.A. (1998) Impaired fungicide activity in plants blocked in disease 
resistance signal transduction. Plant Cell, 10, 1903‐1914. 
Montesano, M.,  Brader,  G.  and  Paio  Palva,  E.  (2003)  Pathogen  derivated  elicitors:searching  for 
receptors in plants. Mol. Plant Pathol., 4, 73‐79. 
Moslem, M.A.  and  El‐Kholie,  E.M.  (2009)  Effect  of  neem  (Azardirachta  indica A.  Juss)  seeds  and 
leaves extract on some plant pathogenic fungi. Pak J Biol Sci, 12, 1045‐1048. 
Muller, G.W. and Costa, A.S. (1972) Reduction  in yield of Galego  lime avoided by preimmunization 
with mild strains of tristeza virus. in Proc. 5th Conf. IOCV. Univ. Florida Press, Gainesville, 171‐
175. 
Mur, L.A., Laarhoven, L.J., Harren, F.J., Hall, M.A. and Smith, A.R. (2008) Nitric oxide interacts with 
salicylate to regulate biphasic ethylene production during the hypersensitive response. Plant 
Physiol, 148, 1537‐1546. 
Murashige, T. and Skoog, F. (1962) A revised medium for rapid growth and bioassays with Tobacco 
cultures. Plant Physiology, 15, 473‐497. 
 276 
 
   
 277 
 
Nabity,  P.D.,  Zavala,  J.A.  and  DeLucia,  E.H.  (2009)  Indirect  suppression  of  photosynthesis  on 
individual leaves by arthropod herbivory. Annals of Botany, 103, 655‐663. 
Nakagawa, Y., Katagiri, T., Shinozaki, K., Qi, Z., Tatsumi, H., Furuichi, T., Kishigami, A., Sokabe, M., 
Kojima,  I.,  Sato,  S.,  Kato,  T.,  Tabata,  S.,  Iida,  K.,  Terashima,  A., Nakano, M.,  Ikeda, M., 
Yamanaka,  T.  and  Iida, H.  (2007) Arabidopsis  plasma membrane  protein  crucial  for  Ca2+ 
influx and touch sensing in roots. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 104, 3639‐3644. 
Naoumkina, M.,  Farag, M.A.,  Sumner,  L.W.,  Tang,  Y.,  Liu,  C.J.  and  Dixon,  R.A.  (2007)  Different 
mechanisms  for  phytoalexin  induction  by  pathogen  and  wound  signals  in  Medicago 
truncatula. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 104, 17909‐17915. 
Narvaez‐Vasquez, J., Pearce, G. and Ryan, C.A. (2005) The plant cell wall matrix harbors a precursor 
of defense signaling peptides. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 102, 12974‐12977. 
Narvaez‐Vasquez, J. and Ryan, C.A. (2004) The cellular localization of prosystemin: a functional role 
for phloem parenchyma in systemic wound signaling. Planta, 218, 360‐369. 
Navarro, L., Bari, R., Achard, P., Lison, P., Nemri, A., Harberd, N.P. and  Jones,  J.D.  (2008) DELLAs 
control plant immune responses by modulating the balance of jasmonic acid and salicylic acid 
signaling. Curr. Biol., 18, 650‐655. 
Nemestothy, G.S.  and Guest, D.I.  (1990)  Phytoalexin  accumulation,  phenylalanine  ammonia‐lyase 
activity  and  ethylene  biosynthesis  in  Fosetyl‐Al  treated  resistant  and  susceptible  Tobacco 
cultivars  infected with Phytophthora nicotianae  var nicotianae. Physiol. Mol. Plant Pathol., 
37, 207‐219. 
Norman‐Setterblad, C., Vidal, S. and Palva, E.T. (2000)  Interacting signal pathways control defense 
gene  expression  in  Arabidopsis  in  response  to  cell wall‐degrading  enzymes  from  Erwinia 
carotovora. Mol Plant Microbe Interact, 13, 430‐438. 
Nozue, M., Tomiyama, K. and Doke, N. (1977) Effect of blasticidin‐S on development of potential of 
potato‐tuber cells  to  react hypersensitively  to  infection by Phytophthora  infestans. Physiol. 
Plant Pathol., 10, 181‐189. 
Nürnberger,  T.  (1999)  Signal  perception  in  plant  pathogen  defense.  Cellular  and  Molecular  Life 
Sciences, 55, 167‐182. 
Nuhse, T.S., Bottrill, A.R., Jones, A.M. and Peck, S.C. (2007) Quantitative phosphoproteomic analysis 
of  plasma  membrane  proteins  reveals  regulatory  mechanisms  of  plant  innate  immune 
responses. Plant J., 51, 931‐940. 
Nurnberger,  T.  and Brunner,  F.  (2002)  Innate  immunity  in plants  and  animals:  emerging parallels 
between  the  recognition  of  general  elicitors  and  pathogen‐associated molecular  patterns. 
Curr. Opin. Plant Biol., 5, 318‐324. 
Nurnberger,  T., Brunner,  F.,  Kemmerling, B.  and  Piater,  L.  (2004)  Innate  immunity  in  plants  and 
animals: striking similarities and obvious differences. Immunol. Rev., 198, 249‐266. 
Nurnberger, T. and Scheel, D. (2001) Signal transmission in the plant immune response. Trends Plant 
Sci., 6, 372‐379. 
O'Connell, R., Herbert, C., Sreenivasaprasad, S., Khatib, M., Esquerre‐Tugaye, M.T. and Dumas, B. 
(2004) A novel Arabidopsis‐Colletotrichum pathosystem for the molecular dissection of plant‐
fungal interactions. Mol Plant Microbe Interact, 17, 272‐282. 
O'Neill, N.R., Bauchan, G. and Samac, D.A. (2003) Reactions in the annual Medicago spp.core germ 
plam collection to Phoma medicaginis. Plant Dis., 87, 557‐562. 
Okai, T., Terashima, S. and  Imai, N.  (2001) Determination of  total sulfur  in  thirty one geochemical 
reference materials using an inductively coupled plasma‐atomic emission spectrometer fitted 
with a  semiconductor photodiode detector. The  Journal of Geostandards and Geoanalysis, 
25, 133‐136. 
Ongena, M.,  Jourdan, E., Schafer, M., Kech, C., Budzikiewicz, H., Luxen, A. and Thonart, P.  (2005) 
Isolation of an N‐alkylated benzylamine derivative from Pseudomonas putida BTP1 as elicitor 
of induced systemic resistance in bean. Mol Plant Microbe Interact, 18, 562‐569. 
   
 278 
 
   
 279 
 
Ongena, M. and Thonart, P. (2006) Resistance induced in plants by non‐pathogenic microorganisms: 
elicitation  and  defense  responses. .  Floriculture,  ornamental  and  plant  biotechnology: 
advances and topical issues. , 1st ed. Japan: Global Science Books, 447‐463. 
Ortmann,  I.,  Conrath,  U.  and  Moerschbacher,  B.M.  (2006)  Exopolysaccharides  of  Pantoea 
agglomerans  have  different  priming  and  eliciting  activities  in  suspension‐cultured  cells  of 
monocots and dicots. FEBS Lett., 580, 4491‐4494. 
Paradossi, G., Cavalieri, F., Pizzoferrato, L. and Liquori, A.M. (1999) A physico‐chemical study on the 
polysaccharide ulvan from hot water extraction of the macroalga Ulva. Int. J. Biol. Macromol., 
25, 309‐315. 
Parani, M.,  Rudrabhatla,  S., Myers,  R., Weirich, H.,  Smith,  B.,  Leaman, D.W.  and Goldman,  S.L. 
(2004)  Microarray  analysis  of  nitric  oxide  responsive  transcripts  in  Arabidopsis.  Plant 
Biotechnol J, 2, 359‐366. 
Patier, P., Potin, P., Rochas, C., Kloareg, B., Yvin,  J.C.  and  Lienart, Y.  (1995)  Free or  silica‐bound 
oligokappa‐carrageenans  elicit  laminarinase  activity  in  Rubus  cells  and  protoplasts.  Plant 
Science, 110, 27‐35. 
Pearce, D.W., Reid, D.M. and Pharis, R.P. (1991) Ethylene‐mediated regulation of gibberellin content 
and growth in Helianthus annuus L. Plant Physiol, 95, 1197‐1202. 
Pearce, G. and Ryan, C.A. (2003) Systemic signaling in tomato plants for defense against herbivores. 
Isolation and characterization of three novel defense‐signaling glycopeptide hormones coded 
in a single precursor gene. J. Biol. Chem., 278, 30044‐30050. 
Pearce, G., Siems, W.F., Bhattacharya, R., Chen, Y.C. and Ryan, C.A.  (2007) Three hydroxyproline‐
rich glycopeptides derived from a single petunia polyprotein precursor activate defensin I, a 
pathogen defense response gene. J. Biol. Chem., 282, 17777‐17784. 
Pedley, K.F. and Martin, G.B.  (2005) Role of mitogen‐activated protein kinases  in plant  immunity. 
Curr. Opin. Plant Biol., 8, 541‐547. 
Penninckx,  I.A.,  Eggermont,  K.,  Terras,  F.R.,  Thomma,  B.P.,  De  Samblanx,  G.W.,  Buchala,  A., 
Metraux,  J.P.,  Manners,  J.M.  and  Broekaert,  W.F.  (1996)  Pathogen‐induced  systemic 
activation  of  a  plant  defensin  gene  in  Arabidopsis  follows  a  salicylic  acid‐independent 
pathway. Plant Cell, 8, 2309‐2323. 
Perfect, S.E., O'Connell, R.J., Green, E.F., Doering‐Saad, C. and Green, J.R. (1998) Expression cloning 
of  a  fungal  proline‐rich  glycoprotein  specific  to  the  biotrophic  interface  formed  in  the 
Colletotrichum‐bean interaction. Plant J., 15, 273‐279. 
Perrin, R. (1985 ) L'aptitude des mycorhizes à protéger les plantes contre les maladies : panacée ou 
chimère ? . Ann. For. Sci., 42, 453‐470. 
Pieterse,  C.M.,  Leon‐Reyes, A., Van  der  Ent,  S.  and Van Wees,  S.C.  (2009) Networking  by  small‐
molecule hormones in plant immunity. Nat. Chem. Biol., 5, 308‐316. 
Pieterse, C.M.J., van Wees, S.C.M., Ton, J., Leon‐Kloosterziel, K.M., van Pelt, J.A., Keurentjes, J.J.B., 
Knoester, M. and van Loon, L.C. (2000) Rhizobacteria‐mediated induced systemic resistance 
(ISR)  in  Arabidopsis:  Involvement  of  jasmonate  and  ethylene.  Biology  of  Plant‐Microbe 
Interactions, 2, 291‐296. 
Postel, S. and Kemmerling, B. (2009) Plant systems for recognition of pathogen‐associated molecular 
patterns. Semin. Cell Dev. Biol., 20, 1025‐1031. 
Preiter,  K.,  Brooks,  D.M.,  Penaloza‐Vazquez,  A.,  Sreedharan,  A.,  Bender,  C.L.  and  Kunkel,  B.N. 
(2005)  Novel  virulence  gene  of  Pseudomonas  syringae  pv.  tomato  strain  DC3000.  J. 
Bacteriol., 187, 7805‐7814. 
Purrington, C.B. (2000) Costs of resistance. Curr. Opin. Plant Biol., 3, 305‐308. 
Qi, H.,  Zhang, Q.,  Zhao,  T.,  Chen,  R.,  Zhang, H., Niu,  X.  and  Li,  Z.  (2005)  Antioxidant  activity  of 
different  sulfate  content  derivatives  of  polysaccharide  extracted  from  Ulva  pertusa 
(Chlorophyta) in vitro. Int. J. Biol. Macromol., 37, 195‐199. 
Qi,  H.,  Zhang,  Q.,  Zhao,  T.,  Hu,  R.,  Zhang,  K.  and  Li,  Z.  (2006)  In  vitro  antioxidant  activity  of 
acetylated  and  benzoylated  derivatives  of  polysaccharide  extracted  from  Ulva  pertusa 
(Chlorophyta). Bioorg. Med. Chem. Lett., 16, 2441‐2445. 
 280 
 
   
 281 
 
Rachmilewitz, J. and Tykocinski, M.L.  (1998) Differential effects of chondroitin sulfates A and B on 
monocyte  and  B‐cell  activation:  evidence  for  B‐cell  activation  via  a  CD44‐dependent 
pathway. Blood, 92, 223‐229. 
Ramonell, K., Berrocal‐Lobo, M., Koh, S., Wan, J., Edwards, H., Stacey, G. and Somerville, S. (2005) 
Loss‐of‐function mutations  in  chitin  responsive  genes  show  increased  susceptibility  to  the 
powdery mildew pathogen Erysiphe cichoracearum. Plant Physiol, 138, 1027‐1036. 
Renard‐Merlier, D., Randoux, B., Nowak, E., Farcy, F., Durand, R. and Reignault, P. (2007) Iodus 40, 
salicylic acid, heptanoyl  salicylic acid and  trehalose exhibit different efficacies and defence 
targets during a wheat/powdery mildew interaction. Phytochemistry, 68, 1156‐1164. 
Rezzoug, S.A., Maache‐Rezzoug, Z. and Allaf, K. (2007) Etude de la disponibilité de la pectine extraite 
à partir d’écorces d’oranges suite a un prétraitement thermomécanique. Récents Progrès en 
Génie des Procédés, 96, 70‐75. 
Ridley,  B.L.,  O'Neill,  M.A.  and  Mohnen,  D.  (2001)  Pectins:  structure,  biosynthesis,  and 
oligogalacturonide‐related signaling. Phytochemistry, 57, 929‐967. 
Rigby, M.C., Hechinger, R.F. and Stevens, L. (2002) Why should parasite resistance be costly? Trends 
Parasitol., 18, 116‐120. 
Robic,  A.,  Gaillard,  C.,  Sassi,  J.F.,  Lerat,  Y.  and  Lahaye,  M.  (2009)  Ultrastructure  of  ulvan:  a 
polysaccharide from green seaweeds. Biopolymers, 91, 652‐664. 
Romeis, T., Ludwig, A.A., Martin, R. and Jones, J.D. (2001) Calcium‐dependent protein kinases play 
an essential role in a plant defence response. EMBO J, 20, 5556‐5567. 
Ron, M.  and  Avni,  A.  (2004)  The  receptor  for  the  fungal  elicitor  ethylene‐inducing  xylanase  is  a 
member of a resistance‐like gene family in tomato. Plant Cell, 16, 1604‐1615. 
Rose, J.K., Ham, K.S., Darvill, A.G. and Albersheim, P. (2002) Molecular cloning and characterization 
of  glucanase  inhibitor  proteins:  coevolution  of  a  counterdefense  mechanism  by  plant 
pathogens. Plant Cell, 14, 1329‐1345. 
Rubartelli, A. and  Lotze, M.T.  (2007)  Inside, outside, upside down: damage‐associated molecular‐
pattern molecules (DAMPs) and redox. Trends Immunol., 28, 429‐436. 
Ryan,  C.A.  (1990)  Protease  inhibitors  in  plants:  genes  for  improving  defenses  against  insects  and 
pathogens. Annu. Rev. Phytopathol., 28, 425‐449. 
Savouré, A., Sallaud, C., El‐Turk,  J., Zuanazzi,  J., Ratet, P., Schultze, M., Kondorosi, A., Esnault, R. 
and Kondorosi, E. (1997) Distinct response of Medicago suspension culture and roots to Nod 
factors and chitin oligomers in the elicitation of defense‐related responses. The Plant Journal, 
11, 277‐287. 
Scandalios, J.G. (2005) Oxidative stress: molecular perception and transduction of signals triggering 
antioxidant gene defenses. Braz. J. Med. Biol. Res., 38, 995‐1014. 
Schaller, F. (2001) Enzymes of the biosynthesis of octadecanoid‐derived signalling molecules. J. Exp. 
Bot., 52, 11‐23. 
Schilmiller, A.L. and Howe, G.A. (2005) Systemic signaling  in the wound response. Curr. Opin. Plant 
Biol., 8, 369‐377. 
Schuhegger, R., Ihring, A., Gantner, S., Bahnweg, G., Knappe, C., Vogg, G., Hutzler, P., Schmid, M., 
Van Breusegem, F., Eberl, L., Hartmann, A. and Langebartels, C. (2006) Induction of systemic 
resistance  in  tomato by N‐acyl‐L‐homoserine  lactone‐producing  rhizosphere bacteria. Plant 
Cell Environ., 29, 909‐918. 
Schweighofer, A., Kazanaviciute, V.,  Scheikl,  E.,  Teige, M., Doczi, R., Hirt, H.,  Schwanninger, M., 
Kant, M., Schuurink, R., Mauch, F., Buchala, A., Cardinale, F. and Meskiene,  I.  (2007) The 
PP2C‐type  phosphatase  AP2C1,  which  negatively  regulates  MPK4  and  MPK6,  modulates 
innate immunity, jasmonic acid, and ethylene levels in Arabidopsis. Plant Cell, 19, 2213‐2224. 
Sedbrook,  J.C., Kronebusch, P.J., Borisy, G.G., Trewavas, A.J. and Masson, P.H.  (1996) Transgenic 
aequorin reveals organ‐specific cytosolic Ca2+ responses to anoxia and Arabidopsis thaliana 
seedlings. Plant Physiol, 111, 243‐257. 
   
 282 
 
   
 283 
 
Segarra,  G.,  Casanova,  E.,  Bellido,  D., Odena, M.A., Oliveira,  E.  and  Trillas,  I.  (2007)  Proteome, 
salicylic  acid,  and  jasmonic  acid  changes  in  cucumber  plants  inoculated with  Trichoderma 
asperellum strain T34. Proteomics, 7, 3943‐3952. 
Sels, J., Mathys, J., De Coninck, B.M., Cammue, B.P. and De Bolle, M.F. (2008) Plant pathogenesis‐
related (PR) proteins: a focus on PR peptides. Plant Physiol Biochem, 46, 941‐950. 
Shan,  L.,  He,  P.,  Li,  J.,  Heese,  A.,  Peck,  S.C.,  Nurnberger,  T., Martin,  G.B.  and  Sheen,  J.  (2008) 
Bacterial  effectors  target  the  common  signaling  partner  BAK1  to  disrupt multiple MAMP 
receptor‐signaling complexes and impede plant immunity. Cell Host Microbe, 4, 17‐27. 
Sharga, B.M.  (1997) Bacillus  isolates as potential biocontrol agents against chocolate spot on Faba 
beans. Can. J. Microbiol., 43, 915‐924. 
Sharp, J.K., McNeil, M. and Albersheim, P. (1984) The primary structures of one elicitor‐active and 
seven  elicitor‐inactive  hexa(beta‐D‐glucopyranosyl)‐D‐glucitols  isolated  from  the  mycelial 
walls of Phytophthora megasperma f. sp. glycinea. J. Biol. Chem., 259, 11321‐11336. 
Sheng, J., D'Ovidio, R. and Mehdy, M.C. (1991) Negative and positive regulation of a novel proline‐
rich protein mRNA by fungal elicitor and wounding. Plant J., 1, 345‐354. 
Shinya,  T., Menard, R.,  Kozone,  I., Matsuoka, H.,  Shibuya, N.,  Kauffmann,  S., Matsuoka,  K.  and 
Saito, M.  (2006) Novel beta‐1,3‐, 1,6‐oligoglucan elicitor  from Alternaria alternata 102  for 
defense responses in tobacco. FEBS J., 273, 2421‐2431. 
Shoresh, M. and Harman, G.E. (2008) The molecular basis of shoot responses of maize seedlings to 
Trichoderma harzianum T22 inoculation of the root: A proteomic approach. Plant Physiology, 
147, 2147‐2163. 
Showalter,  A.M.,  Bell,  J.N.,  Cramer,  C.L.,  Bailey,  J.A.,  Varner,  J.E.  and  Lamb,  C.J.  (1985) 
Accumulation of hydroxyproline‐rich glycoprotein mRNAs  in response  to  fungal elicitor and 
infection. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 82, 6551‐6555. 
Skalamera, D. and Heath, M.C. (1998) Changes in the cytoskeleton accompanying infection‐induced 
nuclear movements and  the hypersensitive  response  in plant  cells  invaded by  rust  fungi.  . 
The Plant Journal, 16 191‐200. 
Smillie, R., Grant, B.R. and Guest, D.  (1989) The mode of action of phosphite  ‐ evidence  for both 
direct and indirect modes of action on three Phytophthora spp in plants. Phytopathology, 79, 
921‐926. 
Spoel, S.H., Johnson, J.S. and Dong, X. (2007) Regulation of tradeoffs between plant defenses against 
pathogens with different lifestyles. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 104, 18842‐18847. 
Stakman, E.C. (1915) Relation between Puccinia graminis and plants highly resistant to  its attack. J. 
Agric. Res., IV 193‐201. 
Staswick, P.E., Yuen, G.Y. and Lehman, C.C. (1998) Jasmonate signaling mutants of Arabidopsis are 
susceptible to the soil fungus Pythium irregulare. Plant J., 15, 747‐754. 
Stintzi, A., Heitz, T., Prasad, V., Wiedemann‐Merdinoglu, S., Kauffmann, S., Geoffroy, P., Legrand, 
M.  and  Fritig,  B.  (1993)  Plant  'pathogenesis‐related'  proteins  and  their  role  in  defense 
against pathogens. Biochimie, 75, 687‐706. 
Stout, M.J., Zehnder, G.W. and Baur, M.E. (2002) Potential for the use of elicitors of plant resistance 
in arthropod management programs. Arch. Insect Biochem. Physiol., 51, 222‐235. 
Stulemeijer,  I.J.  and  Joosten,  M.H.  (2008)  Post‐translational  modification  of  host  proteins  in 
pathogen‐triggered defence signalling in plants. Mol. Plant Pathol., 9, 545‐560. 
Suhita,  D.,  Raghavendra,  A.S.,  Kwak,  J.M.  and  Vavasseur,  A.  (2004)  Cytoplasmic  alkalization 
precedes  reactive  oxygen  species  production  during methyl  jasmonate‐  and  abscisic  acid‐
induced stomatal closure. Plant Physiol, 134, 1536‐1545. 
Tada,  Y.,  Mori,  T.,  Shinogi,  T.,  Yao,  N.,  Takahashi,  S.,  Betsuyaku,  S.,  Sakamoto,  M.,  Park,  P., 
Nakayashiki, H., Tosa, Y. and Mayama, S. (2004) Nitric oxide and reactive oxygen species do 
not  elicit  hypersensitive  cell  death  but  induce  apoptosis  in  the  adjacent  cells  during  the 
defense response of oat. Mol Plant Microbe Interact, 17, 245‐253. 
Takemoto,  D.  and  Hardham,  A.R.  (2004)  The  cytoskeleton  as  a  regulator  and  target  of  biotic 
interactions in plants. Plant Physiol, 136, 3864‐3876. 
 284 
 
   
 285 
 
Takemoto, D.,  Jones, D.A. and Hardham, A.R.  (2003) GFP‐tagging of  cell  components  reveals  the 
dynamics of subcellular re‐organization in response to infection of Arabidopsis by oomycete 
pathogens. Plant J., 33, 775‐792. 
Tamogami,  S.,  Rakwal,  R.  and  Agrawal,  G.K.  (2008)  Interplant  communication:  airborne methyl 
jasmonate is essentially converted into JA and JA‐Ile activating jasmonate signaling pathway 
and VOCs emission. Biochem. Biophys. Res. Commun., 376, 723‐727. 
Tang,  J.,  Zielinski, R., Aldea, M.  and DeLucia,  E.  (2009)  Spatial  association of photosynthesis  and 
chemical  defense  in  Arabidopsis  thaliana  following  herbivory  by  Trichoplusia  ni.  Physiol. 
Plant, 137, 115‐124. 
Tang, J.Y., Zielinski, R.E., Zangerl, A.R., Crofts, A.R., Berenbaum, M.R. and DeLucia, E.H. (2006) The 
differential effects of herbivory by  first and  fourth  instars of Trichoplusia ni  (Lepidoptera  : 
Noctuidae) on photosynthesis in Arabidopsis thaliana. J. Exp. Bot., 57, 527‐536. 
Thacker, J.R.M., Bryan, W., McGinley, C., Heritage, S. and Strang, R.H.C. (2002) Field and laboratory 
studies on the effects of a neem‐based plant extract on the activity of the large pine weevil, 
Hylobius abietis. . Proceedings of the BCPC Conference ‐ Pests & Diseases, 1, 45‐50. 
Thaler,  J.S.,  Owen,  B.  and  Higgins,  V.J.  (2004)  The  role  of  the  jasmonate  response  in  plant 
susceptibility to diverse pathogens with a range of lifestyles. Plant Physiol, 135, 530‐538. 
Thao,  H.T.B.  and  Yamakawa,  T.  (2009)  Phosphite  (phosphorous  acid):fungicide,  fertilizer  or  bio‐
stimulator? Soil Sci. Plant Nutr., 55, 228‐234. 
Thevissen, K., Ferket, K.K., Francois,  I.E. and Cammue, B.P.  (2003)  Interactions of antifungal plant 
defensins with fungal membrane components. Peptides, 24, 1705‐1712. 
Thevissen, K., Ghazi, A., De Samblanx, G.W., Brownlee, C., Osborn, R.W. and Broekaert, W.F. (1996) 
Fungal membrane  responses  induced by plant defensins  and  thionins.  J. Biol. Chem., 271, 
15018‐15025. 
Thomma,  B.P., Nelissen,  I.,  Eggermont,  K.  and  Broekaert, W.F.  (1999)  Deficiency  in  phytoalexin 
production causes enhanced  susceptibility of Arabidopsis  thaliana  to  the  fungus Alternaria 
brassicicola. Plant J., 19, 163‐171. 
Thomma, B.P., Penninckx, I.A., Broekaert, W.F. and Cammue, B.P. (2001) The complexity of disease 
signaling in Arabidopsis. Curr. Opin. Immunol., 13, 63‐68. 
Thompson, R., Ratet, P. and Küster, H.  (2005)  Identification of gene  functions by applying TILLING 
and  insertional  mutagenesis  strategies  on  microarray‐based  expression  data.  .  Grain 
Legumes, 41, 20‐22. 
Ton, J. and Mauch‐Mani, B. (2004) Beta‐amino‐butyric acid‐induced resistance against necrotrophic 
pathogens is based on ABA‐dependent priming for callose. Plant J., 38, 119‐130. 
Torregrosa, C., Cluzet, S., Fournier, J., Huguet, T., Gamas, P., Prosperi, J.M., Esquerre‐Tugaye, M.T., 
Dumas, B. and Jacquet, C. (2004) Cytological, genetic, and molecular analysis to characterize 
compatible and  incompatible  interactions between Medicago truncatula and Colletotrichum 
trifolii. Mol Plant Microbe Interact, 17, 909‐920. 
Torres, M.A.,  Dangl,  J.L.  and  Jones,  J.D.  (2002)  Arabidopsis  gp91phox  homologues  AtrbohD  and 
AtrbohF are required for accumulation of reactive oxygen intermediates in the plant defense 
response. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 99, 517‐522. 
Torres, M.A., Jones, J.D. and Dangl, J.L.  (2005) Pathogen‐induced, NADPH oxidase‐derived reactive 
oxygen intermediates suppress spread of cell death in Arabidopsis thaliana. Nat. Genet., 37, 
1130‐1134. 
Torres, M.A.,  Jones,  J.D.  and Dangl,  J.L.  (2006)  Reactive  oxygen  species  signaling  in  response  to 
pathogens. Plant Physiol, 141, 373‐378. 
Tran, H., Ficke, A., Asiimwe, T., Hofte, M. and Raaijmakers, J.M. (2007) Role of the cyclic lipopeptide 
massetolide : A in biological control of Phytophthora infestans and in colonization of tomato 
plants by Pseudomonas fluorescens. New Phytol., 175, 731‐742. 
   
 286 
 
   
 287 
 
Trouvelot, S., Varnier, A.L., Allegre, M., Mercier, L., Baillieul, F., Arnould, C., Gianinazzi‐Pearson, V., 
Klarzynski, O., Joubert, J.M., Pugin, A. and Daire, X. (2008) A beta‐1,3 glucan sulfate induces 
resistance  in grapevine against Plasmopara  viticola  through priming of defense  responses, 
including HR‐like cell death. Mol Plant Microbe Interact, 21, 232‐243. 
Tsutsui, T., Morita‐Yamamuro, C., Asada, Y., Minami, E., Shibuya, N.,  Ikeda, A. and Yamaguchi,  J. 
(2006) Salicylic acid and a chitin elicitor both control expression of the CAD1 gene involved in 
the plant immunity of Arabidopsis. Biosci. Biotechnol. Biochem., 70, 2042‐2048. 
van Hulten, M., Pelser, M., van Loon, L.C., Pieterse, C.M. and Ton, J.  (2006) Costs and benefits of 
priming for defense in Arabidopsis. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 103, 5602‐5607. 
van  Loon,  L.C.,  Bakker,  P.A.H.M.  and  Pieterse,  C.M.J.  (1998)  Systemic  resistance  induced  by 
rhizosphere bacteria. Annu. Rev. Phytopathol., 36, 453‐483. 
van Loon, L.C., Rep, M. and Pieterse, C.M. (2006) Significance of inducible defense‐related proteins 
in infected plants. Annu. Rev. Phytopathol., 44, 135‐162. 
van Ooijen, G., van den Burg, H.A., Cornelissen, B.J. and Takken, F.L. (2007) Structure and function 
of resistance proteins in solanaceous plants. Annu. Rev. Phytopathol., 45, 43‐72. 
Van  Peer,  R.,  Niemann,  G.J.  and  Schippers,  B.  (1991)  Induced  resistance  and  phytoalexin 
accumulation  in biological control of Fusarium wilt of carnation by Pseudomonas sp. strain 
WCS417r. . Phytopathology, 81. 
Vandelle, E., Poinssot, B., Wendehenne, D., Bentejac, M. and Alain, P.  (2006)  Integrated signaling 
network involving calcium, nitric oxide, and active oxygen species but not mitogen‐activated 
protein kinases  in BcPG1‐elicited grapevine defenses. Mol Plant Microbe  Interact, 19, 429‐
440. 
VanEtten, H.D. and Kistler, H.C. (1988) Nectria haematococca mating populations I and VI: . Genetics 
of pathogenic fungi. G. S. Sidhu, ed. Adv. Plant Pathol., 6, 189‐206. 
Vargas, W.A., Mandawe, J.C. and Kenerley, C.M. (2009) Plant‐derived sucrose is a key element in the 
symbiotic association between Trichoderma virens and maize plants. Plant Physiology, 151, 
792‐808. 
Verhagen, B.W., Glazebrook, J., Zhu, T., Chang, H.S., van Loon, L.C. and Pieterse, C.M.  (2004) The 
transcriptome of rhizobacteria‐induced systemic resistance in Arabidopsis. Mol Plant Microbe 
Interact, 17, 895‐908. 
Viterbo, A., Wiest, A.,  Brotman,  Y.,  Chet,  I.  and  Kenerley,  C.  (2007)  The  18mer  peptaibols  from 
Trichoderma virens elicit plant defence responses. Mol. Plant Pathol., 8, 737‐746. 
Wang, X., Kota, U., He, K., Blackburn, K.,  Li,  J., Goshe, M.B., Huber, S.C. and Clouse, S.D.  (2008) 
Sequential  transphosphorylation  of  the  BRI1/BAK1  receptor  kinase  complex  impacts  early 
events in brassinosteroid signaling. Dev. Cell, 15, 220‐235. 
Weiss, D.  and Ori, N.  (2007) Mechanisms of  cross  talk between  gibberellin  and other  hormones. 
Plant Physiology, 144, 1240‐1246. 
Wendehenne, D., Durner, J. and Klessig, D.F. (2004) Nitric oxide: a new player in plant signalling and 
defence responses. Curr. Opin. Plant Biol., 7, 449‐455. 
Wendehenne, D., Pugin, A., Klessig, D.F. and Durner,  J.  (2001) Nitric oxide: comparative synthesis 
and signaling in animal and plant cells. Trends Plant Sci., 6, 177‐183. 
Whisson,  S.C.,  Boevink,  P.C., Moleleki,  L.,  Avrova,  A.O., Morales,  J.G.,  Gilroy,  E.M.,  Armstrong, 
M.R., Grouffaud, S., van West, P., Chapman, S., Hein, I., Toth,  I.K., Pritchard, L. and Birch, 
P.R. (2007) A translocation signal for delivery of oomycete effector proteins  into host plant 
cells. Nature, 450, 115‐118. 
Wiermer, M., Feys, B.J. and Parker, J.E. (2005) Plant immunity: the EDS1 regulatory node. Curr. Opin. 
Plant Biol., 8, 383‐389. 
Wildermuth, M.C., Dewdney, J., Wu, G. and Ausubel, F.M. (2001) Isochorismate synthase is required 
to synthesize salicylic acid for plant defence. Nature, 414, 562‐565. 
Wise, R.P., Moscou, M.J., Bogdanove, A.J. and Whitham,  S.A.  (2007) Transcript profiling  in host‐
pathogen interactions. Annu. Rev. Phytopathol., 45, 329‐369. 
   
 288 
 
   
 289 
 
Witvrouw, M. and DeClercq, E. (1997) Sulfated polysaccharides extracted from sea algae as potential 
antiviral drugs. General Pharmacology‐the Vascular System, 29, 497‐511. 
Xing, Y.,  Jia, W. and Zhang,  J.  (2009) AtMKK1 and AtMPK6 are  involved  in abscisic acid and  sugar 
signaling in Arabidopsis seed germination. Plant Mol. Biol., 70, 725‐736. 
Yamasaki, H. and Sakihama, Y. (2000) Simultaneous production of nitric oxide and peroxynitrite by 
plant nitrate reductase: in vitro evidence for the NR‐dependent formation of active nitrogen 
species. FEBS Lett., 468, 89‐92. 
Yan,  Y., Wei,  C.L.,  Zhang, W.R.,  Cheng,  H.P.  and  Liu,  J.  (2006)  Cross‐talk  between  calcium  and 
reactive oxygen species signaling. Acta Pharmacol. Sin., 27, 821‐826. 
Yan,  Z.,  Reddy, M.S.,  Ryu,  C.M., McInroy,  J.A.,  Wilson, M.  and  Kloepper,  J.W.  (2002)  Induced 
systemic  protection  against  tomato  late  blight  elicited  by  plant  growth‐promoting 
rhizobacteria. Phytopathology, 92, 1329‐1333. 
Yi, H.S., Heil, M., Adame‐Alvarez, R.M., Ballhorn, D.J. and Ryu, C.M. (2009) Airborne induction and 
priming of plant defenses against a bacterial pathogen. Plant Physiol, 151, 2152‐2161. 
Yi,  S.Y.  and  Hwang,  B.K.  (1997)  Purification  and  antifungal  activity  of  a  basic  34  kDa  beta‐1,3‐
glucanase from soybean hypocotyls  inoculated with Phytophthora sojae f. sp. glycines. Mol. 
Cells, 7, 408‐413. 
Yin, H.,  Li, S., Zhao, X., Du, Y. and Ma, X.  (2006)  cDNA microarray analysis of gene expression  in 
Brassica napus treated with oligochitosan elicitor. Plant Physiol Biochem, 44, 910‐916. 
Yoon, G.M., Cho, H.S., Ha, H.J., Liu, J.R. and Lee, H.S. (1999) Characterization of NtCDPK1, a calcium‐
dependent protein kinase gene in Nicotiana tabacum, and the activity of its encoded protein. 
Plant Mol. Biol., 39, 991‐1001. 
Yoshioka, H., Numata, N., Nakajima, K., Katou, S., Kawakita, K., Rowland, O., Jones, J.D. and Doke, 
N. (2003) Nicotiana benthamiana gp91phox homologs NbrbohA and NbrbohB participate  in 
H2O2 accumulation and resistance to Phytophthora infestans. Plant Cell, 15, 706‐718. 
Young,  D.H.,  Kohle,  H.  and  Kauss,  H.  (1982)  Effect  of  chitosan  on  membrane  permeability  of 
suspension‐cultured Glycine max and Phaseolus vulgaris cells. Plant Physiol, 70, 1449‐1454. 
Zavala,  J.A.,  Patankar,  A.G., Gase,  K.  and  Baldwin,  I.T.  (2004)  Constitutive  and  inducible  trypsin 
proteinase  inhibitor production  incurs  large fitness costs  in Nicotiana attenuata. Proc. Natl. 
Acad. Sci. U. S. A., 101, 1607‐1612. 
Zeidler, D.,  Zahringer, U., Gerber,  I., Dubery,  I., Hartung, T., Bors, W., Hutzler, P. and Durner,  J. 
(2004)  Innate  immunity  in  Arabidopsis  thaliana:  lipopolysaccharides  activate  nitric  oxide 
synthase (NOS) and induce defense genes. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 101, 15811‐15816. 
Zhu, H., Cannon, S.B., Young, N.D. and Cook, D.R. (2002) Phylogeny and genomic organization of the 
TIR and non‐tIR NBS‐LRR resistance gene family  in Medicago truncatula. Mol Plant Microbe 
Interact, 15, 529‐539. 
Zimmerli, L., Jakab, G., Metraux, J.P. and Mauch‐Mani, B. (2000) Potentiation of pathogen‐specific 
defense mechanisms in Arabidopsis by beta‐aminobutyric acid. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 
97, 12920‐12925. 
Zipfel, C., Kunze, G., Chinchilla, D., Caniard, A., Jones, J.D., Boller, T. and Felix, G. (2006) Perception 
of  the  bacterial  PAMP  EF‐Tu  by  the  receptor  EFR  restricts  Agrobacterium‐mediated 
transformation. Cell, 125, 749‐760. 
Zipfel, C., Robatzek, S., Navarro, L., Oakeley, E.J., Jones, J.D., Felix, G. and Boller, T. (2004) Bacterial 
disease resistance in Arabidopsis through flagellin perception. Nature, 428, 764‐767. 
 
 
   
 290 
 
   
 291 
 
Annexes 
Tableau S1‐ Script développé sous le logiciel R pour analyser les microarrays. 
# ouverture des bibliothèques d'outils nécessaires 
library(limma) 
 
# ouverture et lecture des 20 fichiers de données brutes (un par puce ADN hybridées) 
target<‐readTargets(file="target.txt") 
data<‐
read.maimages(target$Filename,source="genepix",ext="gpr",other.columns="Dia.",wt.fun=wtflags(weight=0,c
utoff=0)) 
names<‐c("1","2",...,"20") 
 
# lecture du fichier caractérisant chaque élement déposé sur la puce à ADN 
spottype<‐readSpotTypes(file="spottype.txt") 
data$genes$Status<‐controlStatus(spottype,data,spottypecol="Spottype") 
data$weights<‐modifyWeights(data$weights,data$genes$Status,c("negative","positif","control"),c(0,0,0)) 
 
# élimination des spots ayant un diamètres trop petit ou trop grand 
a<‐dim(data$other$Dia.)[1] 
b<‐dim(data$other$Dia.)[2] 
for (i in 1:b) 
{ 
  for (j in 1:a) 
  { 
    if ((data$other$Dia.[j,i]>=75)&(data$other$Dia.[j,i]<=125)) 
    { 
      data$weights[j,i]=1 
    } 
    else 
    { 
      data$weights[j,i]=0 
    } 
  } 
} 
 
# élimination de tous les spots ayant un brui de fond trop élevé, un défaut de circularité, saturés,... 
myfunw<‐function(x)       
{       
  okFlag<‐x$other$Flags>‐50       
  okFPix<‐x$other$"F Pixels">=25       
  okred1<‐(((x$R‐x$Rb))/x$other$"B635 SD")>=2       
  okred2<‐(x$R/x$Rb)>=2       
  okgreen1<‐(((x$G‐x$Gb))/x$other$"B532 SD")>=2       
  okgreen2<‐(x$G/x$Gb)>=2       
  oksatred1<‐x$R<65500       
  oksatred2<‐x$other$"F635 % Sat"<=20       
  oksatgreen1<‐x$G<65500      
  oksatgreen2<‐x$other$"F532 % Sat"<=20       
  okCirc<‐x$other$Circularity==100       
  as.numeric(okFlag&okFPix&okred1&okred2&okgreen1&okgreen2&oksatred1&oksatred2&oksatgreen
1&oksatgreen2&okCirc)       
}       
My<‐myfunw(data) 
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# association à chaque spot identifié comme de mauvaise qualité d'un poids nul 
l<‐length(My)/4       
Negatif2<‐c(0,0,0,0)       
Positif2<‐c(0,0,0,0)       
for (i in 1:4)       
{       
  for (j in 1:l)     
  {     
    if (My[j*i]==1)   
    {   
      data$weights[j,i]=1 
    }   
    else   
    {   
      data$weights[j,i]=0 
    }   
  }     
}        
 
# normalisation des données au sein de chaque lame 
ni<‐normalizeWithinArrays(data,weights=data$weights,method="loess",bc.method="none") 
jpeg(file="plotdensitiesafternormalizationintraarraywithoutbackgroundcorrection.jpg") 
plotDensities(ni) 
dev.off() 
jpeg(file="boxplotafternormalizationintraarraywithoutbackgroundcorrection.jpg") 
boxplot(ni$M~col(ni$M),names=names) 
dev.off() 
 
# normalisation des données entre les lames 
ne<‐normalizeBetweenArrays(ni,method="quantile") 
jpeg(file="plotdensitiesafternormalizationbetweenarraywithoutbackgroundcorrection.jpg") 
plotDensities(ne) 
dev.off() 
jpeg(file="boxplotafternormalizationbetweenarraywithoutbackgroundcorrection.jpg") 
boxplot(ne$M~col(ne$M),names=names) 
dev.off() 
 
# réorganisation des données en duplicat 
t<‐0 
f<‐0 
n<‐length(ne$genes$Status) 
for (j in 1:n) 
{ 
status<‐ne$genes$Status[j] 
if (status=="gene") 
  { 
  if (t==0) 
    { 
      weights<‐ne$weights[j,] 
      block<‐ne$genes$Block[j] 
      row<‐ne$genes$Row[j] 
      column<‐ne$genes$Column[j] 
      ID<‐ne$genes$ID[j] 
      name<‐ne$genes$Name[j] 
      Statu<‐ne$genes$Status[j] 
      M<‐ne$M[j,] 
      A<‐ne$A[j,] 
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      t<‐t+1 
    } 
  else 
    { 
    t<‐t+1 
    p<‐0 
    gene<‐ne$genes$ID[j] 
    m<‐length(ID) 
    for(i in 1:m) 
      { 
        geneunique<‐ID[i] 
        if ((geneunique==gene)&(p==0)) 
          { 
            weights<‐rbind(weights[1:(i‐
1),],ne$weights[j,],weights[i:m,]) 
            block<‐c(block[1:(i‐1)],ne$genes$Block[j],block[i:m]) 
            row<‐c(row[1:(i‐1)],ne$genes$Row[j],row[i:m]) 
            column<‐c(column[1:(i‐
1)],ne$genes$Column[j],column[i:m]) 
            ID<‐c(ID[1:(i‐1)],ne$genes$ID[j],ID[i:m]) 
            name<‐c(name[1:(i‐1)],ne$genes$Name[j],name[i:m]) 
            Statu<‐c(Statu[1:(i‐1)],ne$genes$Status[j],Statu[i:m]) 
            M<‐rbind(M[1:(i‐1),],ne$M[j,],M[i:m,]) 
            A<‐rbind(A[1:(i‐1),],ne$A[j,],A[i:m,]) 
            p<‐p+1 
          } 
      } 
        if(p==0) 
          { 
            weights<‐rbind(weights,ne$weights[j,]) 
            block<‐c(block,ne$genes$Block[j]) 
            row<‐c(row,ne$genes$Row[j]) 
            column<‐c(column,ne$genes$Column[j]) 
            ID<‐c(ID,ne$genes$ID[j]) 
            name<‐c(name,ne$genes$Name[j]) 
            Statu<‐c(Statu,ne$genes$Status[j]) 
            M<‐rbind(M,ne$M[j,]) 
            A<‐rbind(A,ne$A[j,]) 
          } 
    } 
  } 
    if (status!="gene") 
      { 
        if (f==0) 
          { 
            Weights<‐ne$weights[j,] 
            Block<‐ne$genes$Block[j] 
            Row<‐ne$genes$Row[j] 
            Column<‐ne$genes$Column[j] 
            I<‐ne$genes$ID[j] 
            Name<‐ne$genes$Name[j] 
            statu<‐ne$genes$Status[j] 
            M2<‐ne$M[j,] 
            A2<‐ne$A[j,] 
            f<‐f+1 
          } 
        else 
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          { 
            f<‐f+1 
            p<‐0 
            gene<‐ne$genes$ID[j] 
            m<‐length(ID) 
            for(i in 1:m) 
              { 
                geneunique<‐ID[i] 
                if ((geneunique==gene)&(p==0)) 
                  { 
              Weights<‐rbind(Weights[1:(i‐
1),],ne$weights[j,],Weights[i:m,]) 
              Block<‐c(Block[1:(i‐
1)],ne$genes$Block[j],Block[i:m]) 
              Row<‐c(Row[1:(i‐1)],ne$genes$Row[j],Row[i:m]) 
              Column<‐c(Column[1:(i‐
1)],ne$genes$Column[j],Column[i:m]) 
              I<‐c(I[1:(i‐1)],ni$genes$ID[j],I[i:m]) 
              Name<‐c(Name[1:(i‐
1)],ne$genes$Name[j],Name[i:m]) 
              statu<‐c(statu[1:(i‐
1)],ne$genes$Status[j],statu[i:m]) 
              M2<‐rbind(M2[1:(i‐1),],ne$M[j,],M2[i:m,]) 
              A2<‐rbind(A2[1:(i‐1),],ne$A[j,],A2[i:m,]) 
              p<‐p+1 
                  } 
              } 
            if(p==0) 
              { 
                Weights<‐rbind(Weights,ne$weights[j,]) 
                Block<‐c(Block,ne$genes$Block[j]) 
                Row<‐c(Row,ne$genes$Row[j]) 
                Column<‐c(Column,ne$genes$Column[j]) 
                I<‐c(I,ne$genes$ID[j]) 
                Name<‐c(Name,ne$genes$Name[j]) 
                statu<‐c(statu,ne$genes$Status[j]) 
                M2<‐rbind(M2,ne$M[j,]) 
                A2<‐rbind(A2,ne$A[j,]) 
              } 
          } 
      } 
} 
v<‐length(ID) 
ne$weights<‐weights[2:v,] 
ne$genes<‐cbind(block[2:v],row[2:v],column[2:v],ID[2:v],name[2:v],Statu[2:v]) 
ne$M<‐M[2:v,] 
ne$A<‐A[2:v,] 
 
# élimination des gènes pour lesquels le nombre de données est trop faible 
a2<‐dim(ne$M)[1] 
b2<‐dim(ne$M)[2] 
for (i in 1:b2) 
{ 
  for (j in 1:a2) 
  { 
    rq<‐is.na(ne$A[j,i]) 
    rq<‐is.na(ne$M[j,i]) 
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    if (rq==TRUE) 
      { 
        ne$A[j,i]=0 
        ne$M[j,i]=0 
      } 
  } 
} 
 
# association des facteurs de varialibilté associés à chaque canal de chaque puce ADN  
targets <‐ cbind(Cy3=c("a","b","c",...,"c"),Cy5=c("b","c","a",...,"b")) 
rownames(targets) <‐ paste("Array",1:20) 
design<‐modelMatrix(targets, ref="a") 
 
# calcul des coéfficients de corrélation entre les duplicats de chaque puce AND 
corfit<‐duplicateCorrelation(ne,design,ndups=2,spacing=1) 
 
# analyse par avona de l'effet de chaque traitement sur chaque gène 
fit<‐lmFit(ne,design,ndups=2,spacing=1,correlation=corfit$consensus) 
cont.matrix<‐makeContrasts(1=(a‐b),2=(b‐c),...,n=(d‐e),levels=design) 
fit1<‐contrasts.fit(fit,cont.matrix) 
fit1B<‐eBayes(fit1) 
 
# écriture des données d'expression analysées dans un fichier 
y<‐cbind(fit1B$genes,fit1B$coefficients,fit1B$p.value,fit1B$lods) 
write.table(y,file = "anova", append = FALSE, quote = TRUE, sep = "\t") 
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Tableau S2‐ Liste des gènes induits ou réprimés par les ulvanes (Іlog2ratioІ>0.58). 
Oligo16kPlus  TIGR v 8  annotation  rapport 
d'expression
Perception 
MT000245  TC94371  Legume lectin  2.09
MT012815  TC106234  Disease resistance protein (NBS‐LRR)  2.05
MT012240  TC110322  Leucine rich repeat  0.25
MT015761  TC103114  Leucine‐rich repeat protein  0.08
Signalling 
MT000633  TC106906  GH3 auxin‐responsive  522.53
MT007720  TC107163  CDP‐alcohol phosphatidyltransferase  7.69
MT004464  TC104144  Phosphatidylinositol‐4‐phosphate 5‐kinase  2.95
MT002960  TC95205  Sulfotransferase  7.09
MT008523  TC107579  Serine/threonine‐specific protein phosphatase  6.31
MT011314  TC110453  Phosphatase PP2C  2.95
MT003817  TC104388  RelA‐SpoT like protein RSH1  3.01
MT001992  TC108432  Calcium‐binding EF‐hand protein kinase  2.85
MT013462  TC106252  C2 calcium‐dependent membrane targeting  2.50
MT012308  TC101826  CBL‐interacting protein kinase   2.23
MT000317  TC106787  AMP‐dependent synthetase and ligase  2.58
MT011067  TC104137  GTP‐binding protein, HSR1‐related  2.20
MT002741  TC109196  Protein kinase  2.05
MT003689  TC109408  Protein kinase  0.08
MT008419  TC108259  lipoxygenase  0.11
Transcription/Translation 
MT012650  TC111370  GRAS transcription factor  15.14
MT016225  AW559499  GRAS transcription factor  3.72
MT012288  TC105249  RNA‐binding protein (RNP1)  4.54
MT006594  TC99970  RNA‐binding protein (RNP1)  2.09
MT000938  TC101255  RNA‐binding protein (RNP1)  2.08
MT004016  TC111052  HSF/ETS, DNA‐binding protein  2.54
MT016425  TC110391  Helix‐loop‐helix DNA‐binding protein  2.08
MT016168  BF647041  No apical meristem protein  2.06
MT016399  BQ139551  Zinc finger protein, C2H2‐type  4.78
MT004826  TC104638  RNA‐binding protein  0.13
MT016175  BI310616  DNA binding protein  0.29
MT010055  TC101306  transcription factor  0.17
MT016424  TC98582  Transcription factor  0.30
MT016422  TC104631  MADS transcription factor  0.47
MT016115  TC105520  transcription elongation factor  0.48
Protease/Protease inhibitors 
MT000246  TC94445  Trypsin protease inhibitor  37.31
MT000851  TC107480  Serine carboxypeptidase  14.66
MT006920  TC98799  Serine protease inhibitor  13.16
MT016466  TC97454  Serine protease inhibitor  4.19
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MT003205  TC103811  Serine protease inhibitor  2.99
MT003867  TC98509  Peptidase A1, pepsin  5.62
MT002463  TC102214  Cysteine peptidase  2.74
MT001218  TC87053  peptidase  0.19
MT006920  TC98799  Serine protease inhibitor  0.20
Other defense responses 
MT010238  TC97034  Glycoside hydrolase (family 17)  43.12
MT000729  TC94629  Glycoside hydrolase (family 16)  2.66
MT003975  TC110672  Peroxidase  31.82
MT006789  TC104515  Defensin (PDF)  2.31
MT008333  TC95553  Hydroxyproline‐rich glycoprotein‐like  2.08
MT012031  TC111797  respiratory burst oxidase  0.12
MT015632  TC95760  germin‐like  0.17
MT015289  TC100554  Glutathione S‐transferase  0.47
MT002002  TC95898  stress response protein  0.15
MT013457  TC112471  N‐hydroxycinnamoyl/benzoyltransferase  0.01
MT013671  TC104384  Cytochrome P450 E class  0.35
Nodulins 
MT012759  TC109396  Nodule‐specific cysteine‐rich peptide   17.70
MT015440  TC100865  Late nodulin  3.35
MT006775  TC109065  Nodule‐specific cysteine‐rich peptide 28  2.52
Primary metabolism 
MT013306  TC98953  Pyruvate kinase  3.09
MT009920  TC110392  Phenylalanyl‐tRNA synthetase, class IIc  3.09
MT012116  TC105293 
Glucosamine‐fructose‐6‐phosphate 
aminotransferase  2.74
MT003370  TC109459  α/β hydrolase,esterase  2.73
MT012115  TC99383  Transferase  2.73
MT009250  TC96612  Monosaccharide transporter  2.05
Secondary metabolism 
MT005077  TC98774  β‐carotene hydroxylase  6.67
MT001220  TC95586  2OG‐Fe(II) oxygenase    3.95
MT007068  TC100323  Cytochrome P450 monooxygenase  2.37
Proteasome 
MT001360  TC107705  Ubiquitin‐conjugating enzyme, E2  23.62
MT008844  TC108359  Cyclin‐like F‐box  8.57
MT005754  TC105098  Cyclin‐like F‐box  4.68
MT013342  TC111104  RING3 protein  3.38
MT008175  TC101620  F‐box protein  0.08
MT016378  AJ503376  Cyclin like F‐box  0.24
MT016209  BI312288  Cyclin like F‐box  0.43
MT003116  TC97908  RING zinc finger protein  0.38
Unclassified 
MT006245  TC97952  Yippee‐like protein  136.15
MT004272  TC98063  Albumin I  9.59
MT013459  TC100076  Homo‐phytochelatin synthase  6.24
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MT013587  TC111216  Syntaxin/epimorphin family  2.29
MT002715  TC106427  Metal ion transmembrane transporter  2.05
MT009792  TC108587  ABC transporter  0.06
MT008596  TC95549  general transporter  0.45
MT012309  TC109970  Mg2+ transporter protein  0.47
MT002344  TC102991  Mitochondrial carrier protein  0.14
RNA 
MT005230  TC112375  Tetratricopeptide‐like helical     13.54
MT013611  TC105687  Minichromosome maintenance protein  10.23
MT005696  TC111292  Chloroplastic splicing facilitator  3.45
MT008856  TC95936  Ribonucleotide reductase subunit  2.56
MT002336  TC102539  Tetratricopeptide‐like helical  0.14
MT008488  TC95493  histone  0.13
Unknown function 
MT005159  TC106460  unknown protein  28.44
MT012198  TC99789  unknown protein  27.46
MT012627  TC111350  unknown protein  27.14
MT005816  TC104990  unknown protein  20.25
MT006910  TC110459  unknown protein  13.94
MT012780  TC111288  unknown protein  4.68
MT012979  TC98438  unknown protein  3.68
MT006294  TC99983  unknown protein  2.46
MT000870  TC107501  unknown protein  2.09
MT004878  TC97277  unknown protein  6.30
MT002168  TC106882  unknown protein  5.02
MT001783  TC96001  unknown protein  4.37
MT012543  TC99163  unknown protein  2.26
MT004288  TC110584  unknown protein  2.09
MT013970  TC106261  Unknown  0.0034
MT006279  TC96072  Unknown  0.04
MT009508  TC96352  Unknown  0.05
MT013175  TC104089  Unknown  0.13
MT012688  TC105109  Unknown  0.18
MT010807  TC96900  Unknown  0.27
MT009832  TC102798  Unknown  0.30
MT015038  TC95193  Unknown  0.37
MT010628  TC103503  Unknown  0.40
MT013600  TC106003  Unknown  0.45
MT005438  TC104958  Unknown  0.47
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Tableau S3‐ Liste des gènes co‐induits ou co‐réprimés par les ulvanes, le BTH et le MeJA. 
 
  Oligo16kPlus  annotation  rapport d'expression 
   ulvanes BTH MeJA 
MT004802  LRR‐ serine/threonine protéine kinase 0.76 0.68 0.81 
MT013049  protéine de résistance de type TIR‐NBS‐LRR 0.85 0.63 0.88 
MT013731  histidine kinase   0.65 0.72 0.74 
MT011314  Protéine phosphatase 2C 1.56 0.65 1.42 
MT000557  serine/threonine‐protéine phosphatase 0.79 1.17 0.76 
MT004492  phosphatase 2A, sous unité régulatrice B 0.93 0.62 0.83 
MT004351  phospholipase D   0.78 0.71 0.73 
MT013276  facteur de transcription de type GRAS 0.78 0.73 0.81 
MT006594  protéine liant les ARNs  1.06 1.39 0.98 
MT006133  4‐coumarate‐CoA ligase  0.78 0.74 0.89 
MT007068  cytochrome P450 monooxygenase 1.25 1.02 1.18 
MT011123  transporteur d'HCO3  0.59 0.9 0.81 
MT009250  transporteur de monosaccharide  1.03 0.7 1.36 
MT003068  protéine tégumentaire  0.85 0.69 0.82 
MT006077  inconnu 0.76 0.79 0.74 
MT008742  inconnu 0.85 0.78 0.82 
MT004288  inconnu 1.06 0.74 1.16 
MT012519  inconnu 0.89 1.05 0.66 
MT012792  inconnu 0.87 1.28 0.88 
MT010546  inconnu 0.64 0.72 0.75 
MT016282  facteur de  transcription type MYB ‐0.75 ‐0.66 ‐0.81 
MT016399  facteur de  transcription type C2H2 ‐2.6 ‐3.29 ‐1.26 
MT012504  facteur d'élongation de la transcription ‐0.67 ‐0.62 ‐0.66 
MT015607  Histone ‐0.63 ‐0.78 ‐0.82 
MT006951  transposase  ‐0.69 ‐0.66 ‐0.65 
MT000206  ATP synthase  ‐0.65 ‐0.61 ‐1.04 
MT002544  glycosyltransferase  ‐0.64 ‐0.67 ‐0.86 
MT003736  apoprotéine du photosysteme I  ‐0.88 ‐1.01 ‐0.95 
MT003797  apoprotéine du photosysteme I  ‐0.78 ‐1.28 ‐0.93 
MT008495  annexine  ‐0.68 ‐0.68 ‐0.69 
MT008459  inconnu ‐0.78 ‐0.7 ‐0.68 
   MT012568  inconnu ‐0.66 ‐1.34 ‐0.73 
 
   
 302 
 
   
 303 
 
Tableau S4‐ Liste des gènes co‐induits et co‐réprimés par les ulvanes et le MeJA. 
TC version8  Annotation  
rapport d'expression 
ulvanes  MeJA 
Perception, signalisation 
BG447553  protein kinase ATPK19   1.54 1.66 
TC100438  FMRFamide‐related peptide  1.52 1.58 
TC101416  Auxin response factor 36  1.77 1.56 
TC101826  CBL‐interacting protein kinase  2.23 2.21 
TC102173  AAA‐metalloprotease FtsH  1.71 2.03 
TC105096  GPI transamidase component  1.67 1.78 
TC105992  Coil protein  1.51 1.52 
TC110813  ARF‐GAP  1.82 1.59 
TC111493  Receptor‐like protein kinase  1.57 1.54 
TC94371  Lectin  2.09 1.81 
TC95170  ISP42‐like protein  1.65 1.70 
TC95267  Receptor‐like protein kinase, RLK3   1.64 1.56 
TC95500  Protein kinase‐like  1.67 1.90 
TC97532  Inositol polyphosphate 5‐phosphatase  1.55 1.73 
TC99234  Protein phosphatase ABI1  1.64 1.50 
TC99632  CLC‐d chloride channel protein   1.56 1.61 
TC96145  Serine‐Threonine protein kinase  0.54 0.61 
TC98555  Tyrosine protein kinase  0.57 0.61 
TC97217  Tyrosine protein kinase  0.55 0.61 
TC102177  Mitogen activated protein kinase  0.55 0.47 
TC109566  Calcium binding protein  0.63 0.67 
TC100999  Calcium binding protein  0.56 0.64 
TC94832  calmodulin binding domain protein  0.65 0.60 
Transcription 
BQ150373  Human ribosomal DNA complete repeating unit  1.83 1.56 
TC101288  polymerase associated protein  1.62 1.53 
TC101882  Acidic phosphoprotein precursor  1.52 1.57 
TC102872  Ring finger protein  1.61 1.54 
TC103619  GT‐2 factor  1.53 1.54 
TC104355  RNA helicase  1.56 1.54 
TC104643  ARID/BRIGHT DNA‐binding domain‐containing protein 1.57 1.66 
TC104742  Zing finger family protein  1.59 1.55 
TC105613  General negative transcription regulator‐like  1.56 1.74 
TC106932  NAC‐domain protein  1.80 1.69 
TC108044  DNA‐binding protein  1.55 1.82 
TC109248  topoisomerase‐related function protein  1.60 1.61 
TC109569  Ribonucleotide reductase large subunit A  1.61 1.77 
TC109780  mRNA guanylyltransferase  1.73 1.72 
TC111104  RING3 protein  3.38 1.77 
TC112246  Replication origin activator  1.64 1.56 
TC95976  small nucleolar ribonucleoprotein protein  1.51 1.57 
 304 
 
TC97120  RING finger family protein  1.66 1.88 
TC97180  Zinc finger family protein  1.63 1.99 
TC97419  Transcription factor  1.59 1.67 
TC97729  Transcription factor  1.97 1.93 
TC98254  MADS5 protein  1.77 1.78 
BF634279  Zing finger‐C2H2 U1C type  0.55 0.55 
TC106907  GH3 auxin responsive promoter  0.07 0.04 
TC94866  Transcription initial factor II E beta group  0.65 0.65 
TC104500  Transcription initial factor MADS‐box  0.44 0.52 
TC102876  ribonuclease III  0.65 0.61 
TC104624  Poly ADP‐ribose polymerase  0.65 0.61 
TC102505  plant homeobox‐leucine zipper proteins  0.57 0.56 
métabolisme générale 
TC104137  GTPases  2.20 2.29 
TC104173  Cytochrome b apoenzyme  1.68 1.53 
TC104285  Adenylyl‐sulfate kinase  1.91 2.05 
TC106706  NADP‐dependent malic enzyme   1.73 1.71 
TC107050  vacuolar ATP synthase subunit H  1.70 1.58 
TC107091  LOB domain protein 41  1.59 1.67 
TC107910  Phosphoenolpyruvate carboxylase  1.51 1.52 
TC108301  Cystathionine‐beta‐synthase  1.60 1.85 
TC108305  Peroxisomal targeting signal 1 receptor  1.57 1.60 
TC109052  Embryo defective  1.57 1.51 
TC109537  carboxyphosphonoenolpyruvate mutase  1.57 1.61 
TC96100  aminoacylase  1.59 1.61 
TC96109  Gamma‐tubulin complex component 4  1.80 1.72 
TC97034  Glycosyl hydrolase family protein 17  43.12 41.27 
TC97126  transferring glycosyl groups  1.70 1.65 
TC98348  Copper/topa quinone amine oxidase  1.93 1.94 
TC99270  Pentatricopeptide repeat‐containing protein  1.59 1.51 
TC95277  Photosystem I  0.65 0.64 
TC106634  hydroxymethylglutarylCoA reductase  0.61 0.61 
métabolisme secondaire 
TC101355  Anthranilate N‐benzoyltransferase‐like protein  1.51 1.52 
TC107981  Nudix hydrolase family  1.61 1.56 
TC109218  LYTB‐like protein 1  1.81 2.37 
TC99521  Tropinone reductase‐I  1.53 1.77 
TC51132  Chalcone synthase  0.51 0.52 
défenses 
BF640256  Lipoxygenase  1.51 1.50 
TC100304  Vicilin precursor  1.67 1.51 
TC100849  Ripening‐related protein‐like  1.80 1.51 
TC102993  Spore coat protein‐like protein  1.54 1.73 
TC103576  Disease resistance response protein  1.70 1.51 
TC103715  Disease resistance protein I2  1.85 1.70 
TC104515  Cysteine‐rich antifungal protein   2.31 1.85 
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TC105129  SNF7 family protein  1.72 1.80 
TC106371  Serine‐type endopeptidase inhibitor  1.83 1.73 
TC106647  Pyrroline‐5‐carboxylate reductase   1.63 1.81 
TC107737  Probable wound‐induced protein  1.54 1.57 
TC108705  ABC transporter  1.56 1.71 
TC110428  non‐phototropic hypocotyl‐like protein   1.62 1.58 
TC111698  Phytochelatin synthetase‐like protein, partial (44%)  1.55 1.75 
TC94445  14‐kDa proline‐rich protein  37.31 6.41 
TC95553  Hydroxyproline‐rich glycoprotein‐like  2.08 2.01 
TC95580  Heat shock protein  1.67 2.16 
TC96537  Thioredoxin reductase 2   1.75 1.74 
Bacterial‐induced peroxidase precursor  1.63 1.67 
TC103482  ABC transporter  0.65 0.65 
TC105001  ABC transporter AAA ATPase  0.58 0.64 
TC106314  PR10 (Bet vI allergen)  0.52 0.37 
TC101912  monodehydroascorbate reductase  0.63 0.60 
TC99729  Peroxidase  0.20 0.40 
TC96987  ATPase transporter  0.48 0.55 
TC107569  Blue copper domain protein  0.60 0.54 
TC106097  disease resistance protein  0.59 0.60 
métabolisme protéique 
TC101969  Ubiquitin‐specific protease 4   1.62 1.69 
TC104244  preprotein translocase SecY subunit  1.94 1.81 
TC105033  SGT1 protein  1.56 1.67 
TC108626  Coatomer alpha subunit‐like protein  1.74 1.74 
TC111635  prolyl endopeptidase  1.65 1.81 
TC94037  RING zinc finger protein‐like  1.83 1.61 
TC94622  Ribosomal protein‐like  1.91 1.79 
TC94951  aspartyl protease  1.56 1.68 
TC94977  50S ribosomal protein L15  1.54 1.64 
TC96556  Poly(A)‐binding protein  1.62 1.78 
TC96593  Fructosamine‐3‐kinase  1.61 1.72 
TC97974  Mannosyltransferase  1.60 1.79 
TC108735  Ubiquitin activating enzyme E1  0.65 0.65 
TC80160  Ubiquitin activating enzyme E2  0.66 0.57 
CA990540  cyclin like F‐box  0.33 0.36 
TC100350  cyclin like F‐box  0.64 0.60 
TC96616  ATP dependant RNA helicase  0.46 0.57 
fonction inconnue 
BE202562  Unknown protein  1.65 1.78 
BG587126  Unknown protein  1.60 1.71 
TC102081  Unknown protein  1.59 1.63 
TC102093  Unknown protein  1.54 1.87 
TC102123  Unknown protein  1.53 1.58 
TC102847  Unknown protein  1.77 1.84 
TC103022  Unknown protein  1.86 1.89 
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TC103048  Unknown protein  1.61 1.51 
TC103695  Unknown protein  1.64 1.55 
TC104276  Unknown protein  1.52 1.55 
TC105097  Unknown protein  2.73 1.56 
TC105329  Unknown protein  1.64 1.71 
TC105350  Unknown protein  1.62 1.63 
TC106274  Unknown protein  1.80 1.79 
TC108231  Unknown protein  1.59 1.51 
TC109845  Unknown protein  1.98 1.54 
TC110150  Unknown protein  1.52 1.80 
TC111850  Unknown protein  1.84 4.00 
TC112321  Unknown protein  1.54 1.80 
TC112475  Unknown protein  1.56 2.04 
TC95940  Unknown protein  1.57 1.74 
TC97135  Unknown protein  1.68 1.56 
TC97531  Unknown protein  1.59 1.64 
TC98166  Unknown protein  1.68 1.90 
TC98438  Unknown protein  3.68 2.46 
TC99163  Unknown protein  2.26 1.56 
TC99659  Unknown protein  1.75 1.78 
TC112207  Unknow protein  0.63 0.66 
TC111973  Unknow protein  0.46 0.52 
TC50105  Unknow protein  0.66 0.60 
TC102440  Unknow protein  0.61 0.58 
TC105146  Unknow protein  0.66 0.60 
TC96639  Unknow protein  0.62 0.57 
TC97725  Unknow protein  0.67 0.63 
   TC99856  Unknow protein  0.66 0.64 
 
   
 307 
 
   
 308 
 
   
 309 
 
 
 
 
 
 
Valorisation des compétences des 
docteurs  
 
« un nouveau chapitre de la thèse » 
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1‐ Présentation du thème de recherche et de ces enjeux. 
 
L’objectif premier de  l’agriculture est de produire pour nourrir  l’humanité. On estime que cette 
production  devra  être  doublée  vers  2050  pour  subvenir  aux  besoins  alimentaires  qui  ne  cessent 
d’augmenter  avec  l’accroissement  de  la  population  mondiale.  La  société  demande  aussi  à 
l’agriculture de produire des matières premières pour  remplacer  les énergies  fossiles. Pour  relever 
ces  défis,  l’agriculture  devra  encore  améliorer  sa  productivité.  Dans  le  passé,  la  productivité  de 
l’agriculture  des  pays  industrialisés  a  très  fortement  augmenté  en  ayant  recours  à  des moyens 
mécaniques  et  chimiques  croissants.  Aujourd’hui,  l’utilisation  des  produits  phytosanitaires  est  au 
cœur des préoccupations  sociales  à  cause de  leur  impact néfaste  sur  l’environnement et  la  santé 
humaine. En France, cette problématique a été discutée lors du  «Grenelle de l’Environnement » en 
octobre 2008 et a abouti au plan Ecophyto 2018. Cette décision a été suivie par le vote du «Paquet 
pesticide » par le parlement européen. L’objectif est de réduire l'usage des produits phytosanitaires 
en agriculture tout en maintenant un niveau de production agricole élevé. Mais comme le souligne le 
collectif « Sauvons  les  fruits et  légumes »,  la  réduction de  l’emploi des produits phytosanitaires ne 
peut se faire qu’en proposant des méthodes alternatives qui soient complémentaires. Le retrait du 
marché  des  30  substances  jugées  comme  les  plus  préoccupantes  conduit  déjà  à  des  impasses 
techniques  lourdes  de  conséquence  sur  la  production.  L’une  des  méthodes  alternatives  très 
prometteuse est  l’utilisation des stimulateurs des défenses naturelles  (SDN) mais  la plupart de ces 
produits  naturels  sont  exclus  de  la  liste  des  phytosanitaires  autorisés  du  fait  des  procédures 
d’homologation  rendues  obligatoires  et  totalement  inadaptées.  Uniquement  deux  préparations 
commerciales  issues  des  algues marines  sont  autorisées  en  France.  La  composition  des  produits 
obtenus est souvent variable, et ainsi  l’évaluation de  l’efficacité de ces substances est difficile. Ces 
remarques sont autant d’arguments utilisés par  les firmes pharmaceutiques pour faire pression sur 
les pouvoirs politiques et  limiter  le développement de ces produits bien que  la demande sociétale 
soit très présente. Contrairement aux produits phytosanitaires, la substance active présente dans ces 
produits a très rarement été  identifiée et son mode d’action est encore moins bien connu. Afin de 
travailler  sur  ces  problématiques,  les  entreprises  qui  ont  choisi  d’investir  dans  ces  produits 
développent d’importants programmes de recherche et travaillent en étroite collaboration avec des 
équipes  de  recherche  publiques  qui  recherchent  plus  particulièrement  des  molécules  capables 
d’induire  les  défenses  des  plantes  chez  les  microorganismes  et  non  à  partir  de  bio‐ressources 
abondantes.  Elles  s’attachent  à  étudier  le mode  de  reconnaissance  et  les  voies  de  signalisation 
induites suite à la perception de ces molécules par les plantes.   
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Alors  que  la  découverte  des  réponses  de  défense  des  plantes  est  à  l’origine  du  concept  des 
« stimulateurs  des  défenses »,  le  décryptage  de  ces  mécanismes  complexes  est  essentiel  pour 
comprendre  leur mode d’action.  L’équipe du professeur Esquerré‐Tugayé a été  contactée par des 
entreprises  dès  les  années  90  pour  ses  compétences  dans  ce  domaine.  Une  filiale  bretonne  du 
groupe  Roulier  spécialisée  dans  la  valorisation  des  algues,  Biotechmarine,  la  contactée  pour 
collaborer et  rechercher ce  type de molécule dans différents extraits d’algue. Ce  travail a abouti à 
l’identification de 2 extraits capable de stimuler les défenses. La molécule responsable de l’activité de 
l’extrait  d’algue  brune  a  été  identifiée  comme  étant  un  sucre  complexe  nommé  carraghénanes 
(Mercier, et al. 2001). Dans le cas de l’extrait d’algue verte de la famille Ulva spp., seule son activité a 
été caractérisée  (Cluzet, et al. 2004). Afin de poursuivre ce  travail,  le directeur d’équipe souhaitait 
déposer un projet de thèse pour obtenir une bourse CIFRE (Conventions  Industrielles de Formation 
par  la  Recherche).  J’ai  eu  connaissance  de  cette  opportunité  en  adéquation  avec  mon  projet 
professionnel. Non seulement j’avais ainsi la possibilité de travailler au sein d’un partenariat entre les 
recherches publique et privée pour compléter ma formation d’ingénieur, mais avant tout je pouvais 
étudier un sujet d’avenir qui cherche à répondre à de nouvelles problématiques du monde agricole 
auxquelles  je suis très sensible. J’ai accepté cette proposition et  j’ai participé à  l’écriture du projet. 
Les  axes  de  recherche  ont  été  définis  avec  le  directeur  de  l’entreprise  suite  à  l’identification  des 
facteurs clés pour la commercialisation de son produit. Nous souhaitions identifier le principe actif de 
l’extrait afin que  l’entreprise puisse par  la  suite améliorer et  standardiser  la production. Un autre 
objectif  était  de  décrypter  le  mode  d’action  de  cet  extrait  en  utilisant  des  techniques  de 
biotechnologies.  Ces  résultats  devaient  permettre  de  discerner  les  domaines  d’application  de  cet 
extrait en agriculture et de perfectionner son efficacité.  
 
2‐ Déroulement, gestion et coût de mon projet. 
 
2‐1‐ Préparation et cadrage du projet. 
 
Une  thèse est un projet de  trois ans qui doit aboutir à  la publication d’au moins un article en 
premier auteur pour le doctorant. Ainsi, il était essentiel d’évaluer les facteurs de réussite du projet 
au niveau scientifique, technique et financier.  
Ce projet constituait la suite des travaux scientifiques réalisés au laboratoire en collaboration avec 
cette entreprise. Ces précédents travaux avaient abouti à  l’obtention d’un brevet et  la rédaction de 
deux  articles  scientifiques.  Pour  la  suite,  les  axes  de  recherche  retenus  présentaient  différents 
dégrées d’incertitude. J’ai choisi d’étudier en priorité un aspect ayant de très fortes chances  
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d’apporter  des  résultats  pour  rédiger  une  publication.  Cet  aspect  apportait  aussi  de  nouvelles 
informations à  la communauté scientifique. En parallèle,  j’ai travaillé des aspects plus audacieux et 
novateurs. Ces travaux pourraient être approfondis après ma thèse.  
A mon arrivée, l’équipe possédait déjà certains des moyens techniques et humains nécessaires à 
la réalisation de ce projet. Par exemple, l’ingénieur chimiste était capable d’effectuer tous les travaux 
liés à la caractérisation chimique de l’extrait. Cependant, avec ce projet, l’équipe souhaitait acquérir 
de nouvelles compétences techniques, en particulier un savoir‐faire en analyses transcriptomiques. 
J’ai choisi de travailler avec une plateforme spécialisée pour tous  les aspects expérimentaux. J’avais 
accès à du matériel performant  tel un appareil d’hybridation automatique d’une valeur de plus de 
200  000€.  J’étais  aussi  encadrée  par  deux  personnes  très  compétentes,  une  technicienne  pour 
réaliser les expériences et un ingénieur statisticien qui m’a donnée les premières notions nécessaires 
à  l’analyse  des  résultats.  J’ai  ensuite  suivi  une  formation  de  4  jours  au  cours  de  laquelle  j’ai  fait 
connaissance  avec  des  personnes  du  domaine  avec  lesquelles  je  suis  toujours  en  contact. 
Aujourd’hui,  j’ai  transmis ce savoir  faire à d’autres membres de  l’équipe. Peu de partenariats avec 
d’autres équipes ont été mis en place comme le souhaitait l’entreprise pour raison de confidentialité. 
J’ai  essentiellement  exploité  les  outils  développés  par  les  membres  des  autres  équipes  du 
laboratoire. 
 
2‐2‐ Conduite du projet. 
 
Ce projet,  codirigé  par  l’équipe de  recherche  et  l’entreprise,  était  encadré  par  4 personnes  (2 
membres au sein de chaque entité). Elles constituaient le comité de pilotage et veillaient sur moi qui 
était en quelque sorte  le chef de projet. Nous nous réunissions tous  les semestres afin de discuter 
des  résultats  obtenus  et  de  prendre  des  décisions  pour  la  suite  à  donner  aux  travaux.  Plus 
régulièrement, je faisais le point avec mon responsable scientifique. C’était l’occasion de lui exposer 
mes résultats, de les replacer dans le contexte scientifique et de discuter des problèmes techniques 
rencontrés. L’avancement du projet a aussi été évalué  lors de comité de thèse annuel auquel  trois 
autres  personnes  participaient,  deux  autres membres  de  l’équipe  de  recherche  et  un  chercheur 
extérieur du même domaine d’activité. Pour développer certaines parties du projet, j’ai demandé le 
recrutement de stagiaires.  J’étais en charge de  leur encadrement  tant au niveau expérimental que 
lors  de  la  rédaction  de  leur  rapport  et  la  préparation  de  leur  soutenance.  J’ai  également  pris  la 
responsabilité  de  gérer  les  relations  avec  nos  partenaires  scientifiques  de  proximité  et  les  sous‐
traitants avec  l’appui de mon encadrant. De son côté,  il s’occupait des aspects  financiers et socio‐
économiques. A deux reprises, il a été très astucieux pour résoudre les tensions entre des partenaires  
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Tableau NCT1‐ Evaluation du coût du projet. 
 
   
Nature de la dépense  détails  Coût totaux 
Nbr  coût  Quote‐ Total 
Ressources humaines  127260 
Doctorant  salaire  brut  
1600
charges            480 36  2080  1  74880 
Encadrant 1 (Chargé de recherche)  salaire  brut  
3000
charges           900  36  3900  0.1  14040 
Encadrant 2 (Professeur)  salaire  brut  
6000
charges       1800  36  7800  0.02  5616 
Autres  personnel  
PDG                                                                 
ingénieur                                                           
ingénieur de recherche 
salaire  brut  
6000                     4000  
3700 
charges        1800  
1200         1100 
36                
36                 
36 
7800              
5200              
4800 
0.02              
0.05              
0.1 
5616           
9360            
17280 
Sous  traitance  (analyse  3000  900  12  3900  0.01  468 
Consommables  24700 
Fournitures microarrays        2  5000  1  10000 
Fournitures biologie moléculaire        3  30000  0.1  9000 
Fournitures analyses chimiques        3  1500  1  4500 
Fournitures de bureau        3  5000  0.08  1200 
Infrastructures  1050 
Entretien, gardiennage, secrétariat        3  10000  0.005  150 
Loyers des locaux  loyer brut  charges  3  10000  0.01  300 
Electricité, eau,…        3  20000  0.01  600 
Matériel (ammortissement)  25320 
Matériel  d'expérimentation  (hôtes, 
chambres de culture, luminomètre,
taux  d'amortissement  
0.1
   3  1000000  0.08  24000 
Ordinateur de bureau  taux  d'amortissement  
0.2
   3  2000  1  1200 
Logiciel de bureau  taux  d'amortissement  
0.2
   3  200  1  120 
Déplacements  4150 
Mission en France  transport                    
450
hébergement           
300
3  750  1  2250 
Congrès en France  transport                       
400 200
hébergement           
200
1  600                 
200
1  800 
Congrès à l'étranger  transport                         
800
hébergement           
300
1  1100  1  1100 
Formations   6940 
Formations spécialisés  200€/j, 4j     6  800  1  4800 
Formations de l'école doctorale  2j     4  500  1  2000 
Formations internes  1j     7  200  0.1  140 
Documentation & Communication  2250 
Affranchissement, internet, tél        3  3000  0.05  450 
Communication, impressions  direct  sous‐traitance   3  1000  0.5  1500 
Documentation & Communication        3  10000  0.01  300 
TOTAL                 191670 
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d’intérêts divergents tout simplement en montrant l’adéquation entre leur propres objectifs et celui 
du partenariat.  
 
2‐3‐ Evaluation et prise en charge du coût de mon projet. 
 
Le  coût  de  ce  projet  avait  été  estimé  lors  de  sa  préparation  à  30000€/an,  salaires  et  charges 
exclus. Après sa réalisation, le montant total de ces dépenses s’élève à 64410€, soit 21470€/an (voir 
TableauNCT1/2).  Une  partie  des  ressources  perçues  n’a  pas  été  directement  utilisée  pour  la 
réalisation de ce projet mais permet de soutenir d’autres travaux de l’équipe plus fondamentaux. Le 
coût  global  atteint  la  somme  de  192000€,  dont  les  deux  tiers  incombent  aux  coûts  des moyens 
humains et plus particulièrement à l’encadrement de qualité dont j’ai bénéficié. Les salaires de deux 
de mes encadrants, de  l’ingénieur d’étude et une partie du mien étaient payés par des  structures 
publiques (CNRS, Université Paul Sabatier, ANRT). Je voudrais aussi souligner le fait que malgré le bon 
support  financier de ce projet,  j’ai  recherché des aides pour participer à des congrès nationaux et 
internationaux. J’ai ainsi obtenu des aides de la part de l’EPSO (European Plant Science Organisation), 
de  l’ASEDI‐SO  (groupement  national  interprofessionnel  des  semences  et  plants)  et  de  l’école 
doctorale  SEVAB  dont  le montant  s’élevait  à  1200€.  Ainsi,  j’ai  pu  assister  au  plus  grand  congrès 
international du domaine de la biologie végétale au Canada.   
 
3‐ Compétences professionnelles et personnelles acquises. 
 
Issue  d’une  école  d’ingénieur,  j’avais  acquis  des  connaissances  très  pluridisciplinaires.  C’est 
cependant  au  cours de ma  thèse que  j’ai  acquis  la majorité de mes  compétences  scientifiques et 
techniques. Pendant la réalisation de ce travail, j’ai pu appréhender la distance entre la théorie et la 
pratique. Par exemple, j’ai passé certaines fois plus d’une semaine à résoudre des problèmes sur une 
technique de routine de biologie moléculaire comme la PCR. Je n’aurais jamais imaginé cela à l’issue 
de l’école. Ces trois années m’ont permis d’acquérir de nombreuses compétences transversales et de 
mettre  en  avant mes  qualités  personnelles  comme me  la  fait  très  récemment  remarquer   mon 
directeur scientifique. 
 
3‐1‐ Compétences scientifiques et techniques. 
 
Mon domaine d’expertise  est  l’étude  du  comportement  des plantes  en  réponse  à des  signaux 
divers tels que des molécules chimiques, des hormones, des stress biotiques et abiotiques. Je connais  
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Tableau NCT2‐ Sources de financement du projet. 
 
Source de financement  Détails 
Montant 
Nbr d'unités  Montant 
unitaire   Total 
Organismes public  104900 
CNRS  Salaire  3  3600  10800 
Université Paul Sabatier  Salaires  3  6240  18720 
formation  3j     680 
ANRT  Salaire  3  9900  29700 
fonctionnement  3  15000  45000 
Organismes privés  86040 
Biotechmarine  Salaires  3  13680  41040 
fonctionnement  3  15000  45000 
Associations  850 
EPSO  congrès        500 
ASEDISO  congrès        350 
TOTAL  191790 
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notamment  les  mécanismes  de  transduction  des  signaux  (production  espèce  réactive  oxygène, 
signalisation calcique et hormonales) et les réponses de défenses (activation des gènes PR, synthèse 
de  phytoalexines).  Pour  étudier  tous  ces mécanismes,  j’ai  appris  de  nombreuses  techniques  de 
biologie moléculaire. Outre les outils de routine (extraction ADN et ARN, PCR, RTqPCR …), je me suis 
formée  à  l’analyse  du  transcriptome  via  l’utilisation  de  puce  à  ADN  de  type  microarray.  J’ai 
développé  un  script  d’analyse  statistique  des  résultats  sous  le  logiciel  R,  ainsi  que  des  outils  de 
visualisation des données sous Mapman. Au sein de l’équipe, j’ai aussi participé à la mise en place de 
plusieurs  bio  essais m’ayant  permis  d’apprendre  différentes  techniques  de mesure  (fluorimétrie, 
luminométrie,…) et surtout l’élaboration de système de culture varié (culture in‐vitro en milieu solide 
et liquide, culture en plaque 96 puits, plante entière) et adapté à la plante étudiée (arabette, luzerne, 
tabac). Au cours de ce projet, j’ai été amenée à travailler avec différents microorganismes (bactérie, 
champignon, oomycète) pour faire des tests pathologiques en interactions avec des plantes ou pour 
produire des outils de transformation génétique.  
 
3‐2‐ Compétences transversales. 
 
Ce doctorat m’a apporté de nombreuses compétences transversales liées à la conduite de projet, 
au travail en équipe, à la communication et la valorisation des résultats, ainsi que la connaissance des 
langues. 
 
3‐2‐1‐ Conduite de projet. 
 
Tout  d’abord,  je  voudrais mettre  l’accent  sur  un  savoir‐faire  qui m’a  semblé  indispensable,  la 
méthodologie  de  travail.  Je  reprenais  toujours  les  résultats  qui  m’avaient  amenée  à  poser 
l’hypothèse  que  je  testais  avec  l’expérience  que  je  m’apprêtais  à  réaliser.  J’effectuais  ensuite 
l’interprétation  des  résultats  à  la  lumière  de  mes  connaissances,  celles  de  mon  entourage 
scientifique et des données de la littérature. Il était aussi essentiel de gérer le temps afin de conclure 
ce projet en 3 années. Je n’ai pas cessé de planifier mes tâches et mes objectifs journaliers, mensuels 
et semestriels afin d’assurer l’avancement du projet mais surtout sa cohésion lorsque j’étais amenée 
à travailler avec d’autres personnes.  
 
3‐2‐2‐ Travail en équipe et encadrement. 
 
Plusieurs personnes ont travaillé avec moi sur ce projet. Dans le cas de l’ingénieur de l’entreprise, 
celui‐ci s’occupait aussi d’autres projets et ne pouvait pas toujours répondre rapidement à mes  
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demandes. Je devais être compréhensive à son égard et m’adapter. J’ai aussi eu la chance d’encadrer 
plusieurs stagiaires pour réaliser ce projet, deux étudiants en  3ème année de licence, un étudiant en 
dernière année d’IUT et enfin une personne en 1ere année de master. Ces expériences  furent  très 
enrichissantes de par  la situation très particulière d’être encadrée et d’encadrer. Non seulement,  la 
transmission  de  mon  savoir  m’a  permis  de  faire  le  point  sur  mes  compétences  scientifiques, 
techniques  et  méthodologiques  que  j’avais  acquises  mais  aussi  de  me  rendre  compte  de  mes 
capacités à communiquer.  
 
3‐2‐3‐ Communication et valorisation des résultats. 
 
Très rapidement, j’ai été amené à exposer mes travaux devant différents types d’auditoires. Alors 
que je faisais un véritable état de l’art de mes travaux devant mes collègues de laboratoire, je devais 
les  vulgariser pour  les  rendre  compréhensibles par  les  industriels. Par exemple,  j’ai présenté mon 
projet à un congrès à la marge de mon domaine organisé par des écologues. Ce travail oral, complété 
par la réalisation de posters et publications scientifiques pour valoriser mes résultats, m’a permis de 
progresser dans  la rédaction, d’améliorer mes qualités de synthèse. Pour  l’instant,  j’ai réalisé deux 
posters  qui  ont  été  présentés  à  3  congrès  et  j’ai  écrit  ma  première  publication  en  cours  de 
soumission à « Plant Journal », revue avec un facteur d’impact de plus de 6. J’envisage d’écrire deux 
autres publications avant la fin de mon contrat. 
 
3‐2‐4‐ Langues. 
 
Pour  finir,  tout  au  long  de  ces  trois  années,  j’ai  lu,  écrit  et  parlé  régulièrement  en  anglais. 
Aujourd’hui, je suis de plus en plus à l’aise dans cette langue utilisée pour divulguer tous travaux à la 
communauté scientifique  internationale. En dehors de mon activité professionnelle,  j’ai approfondi 
mes connaissances en espagnol en discutant avec mes collègues hispaniques et grâce à un voyage au 
Chili. 
 
C’est  aux  doctoriales  que  je  me  suis  rendue  compte  de  l’expérience  et  de  l’ensemble  des 
compétences que j’avais acquises au cours de ma thèse. J’ai été agréablement surprise de me sentir 
à  l’aise  au  sein du  groupe de  travail,    ce qui n’avait  jamais été  le  cas pendant ma  scolarisation  à 
l’école d’ingénieur. A  cette occasion,  j’ai  conduit  les  réunions  lors de  l’exercice de  création d’une 
entreprise  innovante. Ainsi,  je distribuais  la parole aux membres de  l’assistance et  synthétisais  les 
idées développées,… Cette activité m’a beaucoup plu et  j’ai réalisé que  je me plaçais souvent dans 
cette situation au laboratoire.  
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3‐3‐ Qualités personnelles. 
 
En tant que personne,  j’ai été un élément nouveau au sein de  l’équipe de recherche. Je me suis 
rapidement  intégrée au sein du groupe où  il  régnait une ambiance chaleureuse et professionnelle. 
J’ai moi aussi organisé des activités extra‐professionnelles pour favoriser  l’intégration des stagiaires 
et  de  contractuels  arrivant  régulièrement  et  les  rapprocher  des  chercheurs.  Au  laboratoire, mes 
collègues ont beaucoup apprécié ma participation à la vie du groupe et les responsabilités que j’y ai 
prise. Au sein de mon équipe, j’ai géré le ménage qui permettait à tous de travailler dans de bonnes 
conditions.  Après  avoir  défini  les  tâches  à  effectuer,  je  préparais  le  planning,  je m’assurais  de  la 
bonne  réalisation  de  celles‐ci  par  chacun  et  si  ce  n’était  pas  le  cas  j’intervenais.  J’ai  également 
représenté mon équipe  lors de  la fête de  la science et de  la  journée des « nouveaux entrants »  en 
participant à l’organisation et à l’animation d’un atelier. 
Très tôt,  j’ai pu profiter d’une certaine autonomie dans mon travail. Ceci m’a permis à partir du 
moment où j’avais acquis assez de maturité par rapport à mon sujet de faire preuve de créativité. J’ai 
proposé des méthodes  innovantes pour développer des bio‐essais.  Les  idées qui ont été  retenues 
sont en cours de mise au point par des stagiaires grâce à de nouvelles collaborations de l’équipe avec 
des  entreprises  intéressées.  Avec  une  stagiaire,  je  développe  une  technique  pour  observer  les 
modifications des concentrations calciques cytoplasmiques chez n’importe quel mutant d’arabette.  
 
4‐ Résultats, impacts de mes travaux de thèse et projet professionnel. 
 
4‐1‐ Apports de mes travaux à mon équipe de recherche, l’entreprise partenaire et la société. 
 
Mes  résultats  scientifiques  sont  en  cours  de  publication,  trois  papiers  devraient  être  écrits  à 
l’issue de ce  travail. Cependant, ces  résultats ont déjà été partiellement diffusés à  la communauté 
scientifique au cours de congrès nationaux et  internationaux. Plus particulièrement,  les données de 
transcriptomiques  sont  aujourd’hui  exploitées  par  l’ensemble  des  membres  de  mon  équipe  de 
recherche et ont permis des avancées  scientifiques  remarquables  sur d’autres projets.  Je  souhaite 
rappeler qu’au cours de ce travail de nouveaux bio‐essais utilisables pour tester  l’efficacité d’autres 
molécules ont été développés. Ainsi, l’expertise de notre équipe dans le domaine du développement 
des stimulateurs des défenses des plantes a été accrue et a abouti à  la mise en place de nouvelles 
collaborations avec  des entreprises du secteur de l’agrochimie. Ce travail a eu aussi des répercutions 
pour notre entreprise partenaire. Tout d’abord, l’amélioration de la caractérisation chimique de  
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l’extrait  brut  et  l’identification  de  son  principe  actif  permettra  à  l’entreprise  de  développer  un 
système  de  contrôle  qualité  de  leur  produit  essentiel  pour  sa  production  et  commercialisation  à 
grande échelle. De plus,  les résultats ont apporté des arguments forts envers  l’efficacité du produit 
qui ont incité l’entreprise à l’homologuer bien que le processus soit long et coûteux. Ainsi, les travaux 
réalisés ont apporté non seulement des solutions aux problématiques soulevées à l’origine du projet 
par  l’entreprise, mais aussi des outils et des  connaissances  fondamentales  très  intéressantes pour 
l’équipe  de  recherche  et  enfin  de  nouveaux  arguments  pour  développer  des  produits  plus 
respectueux de l’environnement, secteur qui se développe lentement malgré la demande sociétale. 
 
4‐2‐ Rôle de ce travail dans ma carrière professionnelle. 
 
Ce projet a constitué ma première expérience professionnelle et influence la suite de ma carrière. 
Consciente de cette réalité,  je  l’ai volontairement choisi du fait qu’il traitait une problématique qui 
me  tenait  vraiment  à  cœur  et  employait  des  technologies  de  biologie moléculaire  de  pointe  très 
utilisées  dans  d’autres  secteurs.  Aujourd’hui  je  suis  très  satisfaite  du  travail  réalisé  et  des 
compétences  que  j’ai  acquises  au  laboratoire  et  lors  des  formations  spécialisées  de  qualité  dont 
l’accès m’était  facile  par mon  statut  de  doctorante.  L’équipe  dans  laquelle  je  travaillais  est  une 
équipe très ouverte sur  le monde qui  l’entoure. Elle participe activement aux réflexions sur  l’avenir 
des productions végétales avec les entreprises et le secteur agricole. Elle a formé plusieurs docteurs 
qui  travaillent  actuellement  dans  ces  entreprises.  Ces  personnes  sont  au  cœur  du  réseau 
professionnel personnel que j’ai commencé à construire.  
 
4‐3‐ Projet professionnel personnel. 
 
Petit à petit,  je me suis construite un projet professionnel pour  les prochaines années et  j’ai  le 
sentiment qu’il est bien mature en cette fin de doctorat. J’ai bâti dès l’école d’ingénieur mon projet 
sur  mes  motivations  professionnelles  personnelles.  Ainsi,  je  travaillerai  sur  les  nouvelles 
problématiques rencontrées dans le monde agricole et liées à la demande sociétale comme je l’ai fait 
durant mon doctorat. Plus précisément,  je suis en train de  faire des  investigations pour trouver un 
emploi  dans mon  domaine  de  spécialité  qui  concerne  le  développement  de molécules  naturelles 
pour remplacer les produits phytosanitaires utilisés en productions végétales. Après avoir défini mon 
objet de travail, que  je considère comme  l’élément fondateur de mon projet,  j’ai réfléchi à  la place 
que  je  souhaiterais  occuper.  Mon  objectif  est  d’être  responsable  de  projet  en  recherche  et 
développement. Préférentiellement, je vais chercher à exercer cette fonction dans une petite  
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entreprise  au  sein  de  laquelle  je  pourrais  avoir  des  activités  variées  et  prendre  rapidement  des 
responsabilités. Toutefois,  je passerai  les concours d’ingénieur de  recherche dans  le public  l’année 
prochaine si un poste correspond à mes attentes. 
 
 
Ce plan  s’inscrit dans un projet professionnel à moyen et  long  terme moins bien défini. Vers  le 
milieu  de ma  thèse  est  né  en moi  l’envie  de  créer ma  propre  entreprise.  J‘ai  déjà  rencontré  des 
professionnels du secteur de la création d’entreprise innovante comme les responsables de l’AVAMIP 
(Agence  de  VAlorisation  de  la  recherche  en MIdi‐Pyrénées)  et  de  l’incubateur Midi‐Pyrénées.  Je 
souhaite  tout de même  avoir une  expérience professionnelle  supplémentaire  à mon  arc pour me 
lancer  dans  cette  aventure.  Enfin,  lorsque  ma  carrière  professionnelle  me  le  permettra,  je 
m’investirai plus dans  le monde associatif en développant des activités  ludiques et éducatives pour 
les jeunes. 
 
4‐4‐ Investigations faites et à faire. 
 
J’ai bâti mon projet professionnel personnel avec les personnes de mon entourage professionnel 
(corps  enseignant,  laboratoire)  et  personnel  (amis,  famille).  J’ai  aussi  fait  appel  à  des  personnes 
spécialisées  et  expérimentées.  Dès ma  première  année  de  thèse,  je  suis  allée  à  la  rencontre  du 
monde  de  l’entreprise.  J’ai  contacté  des  directeurs  de  département  R&D  afin  de  vérifier  s’ils 
connaissaient les docteurs et de connaitre l’image qu’ils en avaient pour mieux préparer mon entrée 
dans ce monde. Je voulais me faire ma propre opinion sur l’intérêt de faire un post‐doctorat. Toutes 
ces  rencontres m’ont également permis d’enrichir mon  réseau auxquelles  il  faut ajouter  toutes  les 
personnes que j’ai pu rencontrer aux manifestations « recherche‐entreprise ». A présent, je multiple 
ma présence à ces rencontres afin de préparer mon  insertion professionnelle. Cependant,  j’attends 
d’avoir un article publié pour réactiver mon réseau et faire mes offres de service aux entreprises que 
je vise. 
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Title : Molecular  characterization of a green algae extract which  stimulates plant defenses against 
pathogens. 
 
Abstract: 
The  ability  of  plants  to  defend  themselves  against  pathogens  depends  on  the  perception  of 
signalling molecules, called elicitors, released during  infection. Since elicitors  induce plant defence, 
they might be considered as alternative tools for disease control in agronomic crops. Industrial use of 
elicitors  needs  the  identification  of  abundant  sources  of  these molecules  and  characterization  of 
their biological activity. Here we report on the identification of a new polysaccharide purified from a 
crude extract of the green algae Ulva spp. and the characterization of  it biological activity  in plants. 
High and low molecular weight molecules contained in the extract were sized‐fractionated. Analyses 
of  the  fractions  revealed  that biological activity was present only  in  the  fraction of high molecular 
weight. Physical and chemical analyses of this  fraction showed that  it contained most exclusively a 
high  molecular  weight  sulfated  polysaccharide  named  ulvan,  whose  main  constituent  is  a 
disaccharide unit, β‐D‐glucuronosyluronic acid (1→ 4) L‐rhamnose 3 sulfate. Response to ulvan were 
compared to those induced upon methyl jasmonate (MeJA) and acibenzolar‐S‐methyl (a salicylic acid 
analog)  treatments  on  the  legume  M.  truncatula  using  microarrays.  Interestingly,  ulvan  gene 
expression signature showed significant similarity to MeJA and typical responses controlled by the JA 
pathway,  such  as  induction  of  protease  inhibitor  activity.  Expression  of  JA  responsive  genes,  like 
PDF1.2, was also induced in Arabidopsis thaliana after ulvan treatment in a JAR1‐dependent manner. 
Ulvan provoked an inhibition of in‐vitro growth of A. thaliana plants, which was partially impaired in 
the  mutant  PEPR2.  The  efficient  protection  induced  by  the  crude  extract  was  tested  against 
pathogens on various crops  in field or greenhouse conditions. So,  it protect well against oomycetes 
and fungus that respectively cause downy mildews and powdery mildews. 
Altogether, our  results  show  that ulvan  induces plant defence  response  through  the  jasmonate 
signalling pathway and highlight the use of functional genomics to develop new bioactive compounds 
for plant protection. 
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Valérie Jaulneau 
Caractérisation moléculaire d’un extrait d’algues vertes stimulateur des défenses des plantes 
contre les agents pathogènes 
 
Thèse soutenue le 30 mars 2010 à Toulouse, dirigée par Bernard Dumas 
Spécialité : Interactions Plantes‐Microorganismes 
 
                         
Résumé : 
La capacité des plantes à se défendre contre  les agents pathogènes dépend de  la perception de 
molécules  appelée  éliciteurs. Comme  les  éliciteurs  induisent  les défenses des plantes,  ils peuvent 
être utilisés pour développer une méthode alternative pour contrôler les maladies des plantes. Leur 
utilisation agronomique nécessite  l’identification d’une  source abondante de  telles molécules et  la 
caractérisation de  leur activité biologique. Au cours de ce  travail, nous avons  identifié un nouveau 
polysaccharide purifié à partir d’un extrait brut d’algue verte, Ulva spp., et caractérisé son activité 
biologique chez  les plantes. Les molécules présentes dans  l’extrait ont été séparées en fonction de 
leur poids moléculaire. Seule la fraction de haut poids moléculaire possédait une activité biologique. 
D’après  les  analyses  physico‐chimiques,  elle  contient  essentiellement  un  polysaccharide  sulfaté 
appelé ulvane, dont le constituant majeur est l’acide β‐D‐glucuronosyluronique (14) L‐rhamnose‐3‐
sulfate. Les effets des ulvanes sur le transcriptome de Medicago truncatula ont été comparés à ceux 
observés après traitement par le méthyl jasmonate (MeJA) et l’acibenzolar‐S‐methyl, un analogue de 
l’acide  salicylique.  La  signature  transcriptomique  obtenue  en  réponse  aux  ulvanes  présente  de 
nombreuses similitudes à celle obtenue en réponse au MeJA et induisent des réponses connues pour 
être  régulées par  la voie de  signalisation du  JA  telle que  l’activation des  inhibiteurs de protéases. 
L’expression de gènes dépendants de  la  voie du  JA est aussi  induite  chez Arabidopsis  thaliana en 
réponse aux ulvanes de manière dépendante de JAR1. Enfin, les ulvanes entraînent une inhibition de 
la croissance  in‐vitro d’A. thaliana, qui est partiellement affectée chez  le mutant PEPR2. L’efficacité 
protectrice  de  l’extrait  brut  a  été  testée  contre  divers  agents  pathogènes  sur  plusieurs  types  de 
plantes  au  champ  et  en  serre.  Ainsi,  il  protège  contre  les  oomycetes  et  les  champignons 
responsables, respectivement, des maladies regroupées sous les termes oïdum et mildiou.  
L’ensemble de nos résultats montre que les ulvanes induisent les réponses de défense des plantes 
via la voie du JA et mette en évidence l’intérêt des outils d’analyse transcriptomique pour identifier 
de nouveaux composés éliciteurs capables de protéger les plantes. 
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